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序論
メ トトレ キサ ー ト伽T X)は葉酸代謝括抗物質で あ り､ 核酸合成に必 要な活性
葉酸を生成す る酵素 Dihy血ofoiate Tedu cta s e(D H F R)を標的酵素として強力に
阻害し､ デオ キシチ ミ ジル酸(dT M P)合成を遮断する ため､ 細胞の増殖を抑制す
るo 従 っ て ､ MT Xは急性白血病､ 慢性リン パ 白血病､ 小児白血病等の 白血病や
婦人の繊毛療､ 乳癌の治療薬として臨床的に広く利用される . また､ D NA 合成
阻害に よる T 細胞､ B 細胞の増殖と機能抑制効果を持 つ こ とか ら､ 免疫抑制剤
として 骨髄移植後の 患者にも使用され る ｡ 近 年 ､ 難治性慢性関節リウマ チ にも
よく使用され る よう にな っ た(且)｡ しか し､ M T Xの 大量投与に よる重篤な骨髄抑
制､ 肝 ･ 腎機能の著しい低下 ､ 激しい 口内潰療､ 下痢,下血等の副作用が現れ､
特に ､ 細胞分裂 の 盛 んな細胞で あ る小腸 上皮細胞の増殖を抑制し､ 重篤な小腸
粘膜障害を引起すo M T Xを用 い る治療は しば しば制限を受けて い る(2, 3).
薬物の 吸収 に関する生物薬剤学的研究の進歩ととも に ､ 薬物輸送に おける ト
ラ ン ス ポ - タ - を介 した吸収の重要性の認識も高ま っ て い る ｡ 従 っ て ､ トラ ン
ス ポ ー タ - の機能及び輸送メカ ニ ズ ム を解明す る こ とは新医薬品の開発 ､ 新し
い 投与経路の逮択及び薬物吸収障害の改善などに対して臨床的に重大な意義を
持 っ て い る と考えられ る｡ M T X の輸送に 関 して 臥 1960年代から小腸吸収に
お ける トラ ン ス ポ ー タ ー の 関与 が示唆され てお り(魂･6)､ 1994年にク ロ ー ニ ン グ
され た葉酸トラ ン ス ポ ー タ ー 遺伝子 の遺伝子発現系に よる機能解析から､ M TX
は葉酸トラ ン ス ポ ー タ ー(R F C)に認識され H･と共輸送されて い る こ とが実証さ
れた(Fig･ I)(7･ 11)o近年､ 小腸 で は M T Xを基質とする多剤耐性関連蛋白(Mrp)
1 ､ 2､ 3 の 発現が確認されて い る(且2･ 15)｡ しかし､ M T Xが これ らtra n spo rte T
を介して 小腸上皮細胞から血液 へ の 輸送に つ い て は ､ まだ報告され て い ない ｡
晴乳動物細胞にお い て ､ M T X のトラ ン ス ポ ー タ ー を介する輸送を変化させ る こ
とにより､ 細胞 へ の MT X の取り込み を抑制し､ M T X による毒性を軽減す る こ
とも報告されて い る(16･ 18)｡ 従 っ て ､ M T Xが トラ ン ス ポ ー タ ー を介して輸送さ
れる時の トラ ン ス ポ ー タ ー 及 び膜の動態を解明する こ とが重要で ある0
蛍光色素を励起して得 られ る蛍光を利用して ､ 広く化学､ 生化学､ 生物学領
域で の研究が進められて きた｡ 蛍光ブ ロ ー プ を用 い る こ との利点として は ､ 適
当な条件の もとで色素の 量とその蛍光の強さが正確に比例する こ と ､ 及び蛍光
測定 の感度が非常 に高い こ とか ら､ 蛍光量 モ ニ タ ー (Au o r e s c ein qu a n七i七atio n
m o nito r)と して 利用 す るもの で ある . さ らに ､ 蛍光色素は蛍光の性質が痩々 の
環境条件に依存す る ため､ 環境の特性やそ の変化を鋭敏に捉え る こ とな どの利
点が挙げられる｡ こ れ らの特性より細胞膜の状態を探る試み が行われて い る実
例はいくつ か報告されたo 例えば､ D P‡‡や A N Sな ど蛍光プ ロ - ブ披脂質 二 重
層の物理的性質を調べ る目的で広く用い られて い る(19)｡ 薬物の蛍光誘導体が合
成され ､ 輸送タ ン パ ク あるい は標的タ ン パ ク の同定､ 細胞内にお ける薬物の挙
動を調 べ る などの 目的で 用い られて い る(20, 2且). その 感度の高さからトラ ンス
ポ ー タ ー や結合タ ン パ クの同定､ 単離を可能と し ､ こ れらの 生体機能､ 療物と
の相互作用 ､ 薬剤耐性の メカ ニ ズ ム の理解を深める上で 重要な役割を果たした｡
FlⅦo 甘e S C ein ･ m e也 o七T X a七e(軒M TX)(Fig.ⅠⅠ) は M T X のグルタミ ン 酸残基中の
カル ポキシル基とFlu o r e s c eimis o払io cy an a七e(FIT C)が Diamin o由e n七a n e(D A P)
をス ぺ - サ ー と して 結合した M T X蛍光誘導体で ある o F･ M T Xは 1975 年 に合
成されて(22)以来､ D H F R及び M T Xの 輸送蛋白の研究に応用されて きた(18,
2 3･望7)o 最近､ F･ M T Xが Mul也dm gr e sista n c e- a s s o ciatedpr otein(Mrp2)の蛍
光基質で あるこ とを利用 した輸送研究 へ の応用 も報告されて い る(28-33)o また､
F･ M T Xが D H F Rと結合する性質を利用し､ 蛋白との結合の研究にも使用きれ
て い る(34, 3 5)o 我 々 は FI M T Xが葉酸トラ ンス ポ ー タ ー などの膜内で の動態変
化を解析す る蛍光 プ ロ ー ブとして応用 で きる 可能性を考えて い る ｡ F･ M T Xは
L1 2 10細胞にお ける R F Cと結合す る こ とが報告された(27,3 6).F･ M T Xが R F C
を介して輸送され る こ とは hu m a nle uka emic c ells 及 び1euka e micbla sts にお
い て琴明された(37)｡ 本研究室におい て も､ F･ M T 又はラ ッ トの 小腸 におい て ､
R FC を介して鞄速される こ とが反転腸管法により示された(38). 小腸に 如 ＼て
F･ M T Xが M T Xと同様なトラ ンス ポ ー タ ー を介して輸送される こ とが明らかに
なれば､ F-M T X分子 からの蛍光を利用して ､ 輸送され る時に細胞膜内で の トラ
ン ス ポ ー タ ー ･ の 動態の変化及び細胞内で の 分布を直接捉え る こ とが可能とな
る｡
薬物の副作用 の軽減は臨床治療 に対 して 重大 な意義をも っ て い ると考えられ
る｡ 従 っ て ､ 薬物の副作用の回避披砲床治療を有効 に実施す るた めにも解決さ
れ る ベ き重要課題で ある ｡ 当研究室で は M TX により引起され る消化管障害の防
御 に つ い て も研究を行 っ て い る o こ れまで ､ M T X に関す る消化管障害に つ い て
は様々 な研究がなされ ､ 種々 の栄養素や増殖因子の摂取 によ り消化管障害の防
御がみ られ る こ とが示された(39･42)｡ 当研究室にお い て も ､ レテ ノ ー ル(43)､
ドコ サ ヘ キサ エ ン酸(D P A)(44)､ 熟成 ニ ン ニ ク抽出液仏G E)(45,46)､ プ ロ ス タグ
ン ジ ン El(P G El) 誘導体(47-5 0)を併用す る こ とで ､ M T X による小腸粘膜障害が
防御される こ とを示 して きた｡
ニ ン ニ ク は食品療法及び臨床治療の観点から世界各国の研究者に注目されて
い るo ニ ン ニ クは ､ 一 般に滋養強壮作用 を持つ との 認識が広く浸透 し､ その コ
レ ス テ ロ ー ル低下 ､ 血 小板凝集抑制､ 抗酸化､ 解毒促進､ 免疫能賦括､ 抗ス ト
レ ス 及び腫癌細胞増殖抑制等の多様な薬理作用が多く報告されて い る(5且･ 53).
その 一 方 で ､ ニ ン ニ クの 様々 な成分に よる藩性を示唆する報告もなされて い る
(54)｡ 毒性試験及び臨床試験を通 じて安全性 の確認されて い るもの と して ､ 熟成
ニ ン ニ ク抽出液(Aged Ga ThcEx紐a c七:AGE)が報告されて い る(54). AG 濫は湧永
製薬株式会社の独自の技術 に より生 ニ ン ニ クを長時間抽出 ｡ 熟成して作 られ て
い る｡ AGE は①水溶性イオウ化合物を豊富に含んで い る ｡ ②長時間の抽出 4 熟
成過程 で生成す る新規生理清性成分を含む ｡ ③揮発性イオウ化合物含量が低い
ため､ ニ ン ニ ク に特有の におい がほとん どない 等､ 他の ニ ン ニ ク素材にはない
特徴がある. A G E中の代表的な水溶性イオウ化合物と して は､ S - ア リル シス
テイ ン (S A C)､ S - ア リル メ ルカ プ トシス テイ ン (S A M C)､ γ - グル タミ ン -
S - ア リル シス テイ ン (a - S A C)などがあり､ 特有の ニ ン ニ ク奥の元で ある揮
発性イオ ン 化合物の ジア リル ス ル フ ィ ド､ ジア リル ジス ル フ ィ ド､ ジメチル ジ
ス ル フ ィ ド等の ス ル フ ィ ド頼が微量含まれ て い る ｡ こ の他､ 熟成申に生成す る
生理活性成分と して ､ フ ル ク トシル ア ル ギ ニ ン やカル ポリ ン 誘導体などが含ま
れて い る (FIG.Ill). 薬理作用として は ､ 抗癌作用 ､ 抗酸化作用が最も注目され
て い る ｡ 近年､ 循環器疾患の 予防に加 えて ､ 癌予防で も臨床試験が行われて い
る(55)o 最近 ､ A G Eが Ge nta micin より惹起された腎毒性およ び酸化ス トレス
(56)､ Br o m obe n z e n e(57)より惹起された肝毒性 Do x o T ubicin(紬)及び Amyloid･
β ･peptide(59) 等の種 々薬物 によ り惹起された毒性を防御 で き る こ とが示され
て い る o当研究室セは viv oで AGE が M TX により惹起された消化管障害を防御
で きる こ とを見出して い る(45, 46)｡ その 防御機序が明らか になれば､ M T X に
より惹起された消化管障害を軽減 し､ 患者の QO Lを改善 し､ より有効な癌化学
療法を行なえる可能性が示唆された｡ しか し､ そ れら防御機構に関して はまだ
不明な部分が多く､ そ の解明は毒性防御の ための生体側の標的分子の同定､ A G E
の滴性成分の同定 へ と発展させ て い く上で急務で ある｡
本研究で は M T X の癌化学療法の有効性及び安全性を向上させ るため､ M T X
の消化管にお ける輸送メ カ ニ ズ ム を解明 し､ さらに A G Eを用い て M T X投与に
より惹起される重篤な副作用の軽減を目指 して研究を行 っ た ｡
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薬物の 吸収は胃､ 小腸 ､ 大腸 ､ 直腸 ､ 口腔 ､ 皮膚､ 角膜な どい ろい ろ な部位
にお い て行 われるが ､ そ の 中でも 小腸 に お ける吸収 は活発で ある ｡ 小感は構造
的にも機能的に も高度に分化 した組織で あ る｡ 経口投与され た薬物が体循環系
に吸収される ため には小腸上皮細胞の構造と機能及び膿輸送の形式を知る必要
が ある ｡ 小腸 上皮細胞は降窟内腔におい て 形成され ､ 次第に繊毛先端部 へ 移行
しなから分化成熟して ､ そ れぞれの機能を発揮 した後､ 繊毛先端部から管腔中
へ と剥落する ｡ こ の 過程を数日の周期で繰り返し､ 上皮は絶えず更新され て い
る . こ の成熟過程にお い て ､ 二糖類分解酵素や エ ス テ ラ - ゼ 等の 酵素活性､ あ
る い は ア ミ ノ酸､ グル コ ー ス 等の栄養物質の輸送系の 生理学的な機能の変化や ､
膿構成成分で あ る各種 リ ン脂質や コ レス テ ロ - ル含量 の変化､ 及 び腰の極性や
流動性とい っ た物理的変化が起 こる こ とが報告されて い る (60)0
小腸 上皮に は基質特異的な様々 な トラ ン ス ポ ー タ ー ､ レセ プタ ー 及 び エ ン ド
サイ ト - シス な ど､ 数倍か ら数万倍もの濃度勾配 に逆ら っ て 栄養物質及 び生命
機能維持に必要な物質を選択的に 取り込 む輸送機構が存在する｡ 薬物の 一 部が
こ れらの輸送系に誤認識され輸送される事実が次々 と発見されるよう にな っ た
(屯 6且･6 5). そ 0
.
吸収の第 一 段階と して (1)粘膜上皮細胞の刷子縁膿 (微繊毛
膜) を通じて細胞内に取り込まれ ､ (2)上皮細胞内を拡散移動 し､ (3)側底
膜を透過して ､ (4)付近 にある毛細血管 (門脈血管) に流れ込む｡ こ の微繊毛
膿を通 じて の物質 の経細胞輸送を解明する こ と披､ 薬物の吸収､ 薬効の発揮及
び薬物吸収障害の 改善等に対して 重大な意義をも っ て い る と考えられ る｡ さら
に､ 新医薬品の開発 ､ 投与経路の選択等 に対 して も､ 重要で ある と認められる ｡
M T X
■
が葉酸輸送系を介して H･と共輸送され ､ 細胞内で D H F Rを強力 に阻害
し､ 細胞の増殖を抑制す る こ とが報告されて い る(4)｡ しか し､ そ の 輸送過程 に
おける トラ ンス ポ ー タ ー の 動態､ M T X の細胞内で の局在及び動き等はまだ解明
されて い ない o 一 般 に薬物吸収に関する研究には ラジオ ア イ ソ ト - プ体を用 い ､
移行 した基質の 量的変化を測定す る｡ こ の 手法披 ､ トラ ン ス ポ ー タ - が基質を
輸送する前の状態と基質を輸送した後の状態を観察するもの で ､ 輸送過程を動
的に追跡す る こ とは難し い . トラ ン ス ポ ー タ - に認識され ､ そ れを介 して輸送
され､ 且 つ 環境の 変化 に敏感な蛍光物質誘導体を周 い る こ とがで きれば､ 蛍光
の 特性より ､ こ の 現像を捉え る上で 非常 に有用 な手法 となる と考えられる ｡ こ
の ような薬物の蛍光誘導体を用 い る こ とより､ トラ ス ポ ー タ ー によ る薬物の輸
送過程を直接的に捉え る こ とが可能となり､ 輸送 時 に翁ける トラ ン ス ポ ー タ ー
の 動態の解明に東献で きる と考えられ る(66･6 8)o M T X の消化管吸収に は基質特
異性､ 速度論的解析から R F Cを介 して ､ Ⅲ＋と共輸送される こ とが知 られて い る
(7- 且1)｡ 一 方､ M 甘Ⅹ の蛍光誘導体で ある 刑u o T e S C ein - M e払o七r e xa七e(F･ M T X)
はhu m a mle uka emia c e鮎(K 562c e皿s)に おい て はR F Cを介して輸送され る こ と
が報告されて い る(37)｡ しか し､ その輸送に関する詳細は明らかとな っ て い な い ｡
本章で は フ ル オ レ セイ ン標識 したメ トトレキサ - トが､ M T Xの 輸送を追跡す
る蛍光 プ ロ ー ブと して応 周で きる かどうか を､ ま ず F･ M T Xが M T Xと同様の輸
送担体に よ っ て 輸送され る の か とい う点 に つ い て ､ ラ ッ ト小腸刷子庵膿小胞
(B B M V)及び 取FC が発現して い る こ とが報告されて い る ラ ッ ト小腸クリプト由
来のIE C･6細胞を用 い て検討を行 っ た o
弟 一 節 ラ ッ トか腸刷手練膿/]､胞 にj削ナるF且Ⅶo T e S C ei弧 ･ M朗払 軸 e x如 e の輸送
小腸 にお ける薬物吸収に は､ 食餌の存在やミク ロ環境pH､ 非撹押水層､ ある
い は吸収後の代謝などの 生理的条件が大きな影響を与える｡ 従 っ て ､ 吸収過程 に
おい て ､ 薬物と生体膜との相互作用の み を検討 したい 場合､ こ れらの要因を排除
した単純な系で の 実験が必要にな っ て く る ｡ こ の 日的で よく利用 され るの が 小腸
上皮 の刷子縁膜小胞で ある ｡ 膜 小胞を用 い た実験系は､ ①細胞内で の代謝や細胞
内器官及び成分との相互作用の 関与がない ､ ②輸送の駆動力となるイオ ン勾配 を
任意に設定で きる ､ ③管腔側勝と血液側膿 における輸送機構を別 々 に検討で き
る､ な どの 利点を有する. 従 っ て ､ 膜小胞実験系は､ 上皮細胞にj38ナる薬物の能
動輸送の検討に繁用されて い る(6 針7 1)｡ 膜小胞の性質を利用して ､ 糖､ ア ミノ酸､
ペ プチ ドや ビタ ミ ン な どの栄養物質の ほか､ β ･ ラク夕 ム抗生物質の よう な水溶性
薬物の 上皮組織にお ける細胞膜輸送機構が明らかにされて い る ｡
本節で は､ ラ ッ ト小腸 から調製した刷手繰膜小胞(B B M Vs)を用 い て ､ F･M T X
の 輸送特性を検討し､ M T Xで報告されて い る輸送特性との 比較を行 っ た ｡
1･ 1･且 実験材料及 び 方法
蕊塞
Flu o T e S C ein -由 ぬ oもT e X a七e はAq 曲c ula rpr obes, Inc(EⅦgene, O R) より購
入 し た ｡ Me血o七T e X ate お よ び 逢,4
'
･diis othio cya n o stilbe n e
･2
,
2
'
･dis uifo nic
acid(D工D S)は Si冨m aC払emic a且Co.(St. Lo uis, M O)より購入したo そ の他の試薬
披特級あ る い 披 一 級試薬を Wako PⅦT e C hemic al ln 血s七ries, Ltd. (Os aka,
Japa n)､ Ka n七o C he mic al Co. , 五n c. (恥kyo, ぬpa n)及び Sigm aC he mic al(St.
Lo uis
,
M O)よ り購入した.
勤勉
Wis七ar 系施性ラ ッ ト(20 - 250g6 - 7 週齢)は日本 エ ス エ ル シ ー (Japa n,S i c
In c.
,
S hiz u oka,Japa n)より購入 し､ 水及 び飼料(Orie ntal Ye a st, TDkyo,Japa n)
披自由に摂取さ せ た｡ 購入後は三 日間以上温度コ ン トロ ー ル (22±2oC) された
環境下､ 12時間の 明暗サイクル で飼育した後､ 実験に用 い た｡
主 脳 鮎基鮎銀地旦遊戯
小腸刷子縁膜小胞調製は､ 監e sler(72)､ Malo(73)､ Weddings(74)らの方法を
一 部変更 して行 っ た ｡ ラ ッ トを断頭 によ っ て屠殺 し､ 開腹して 小腸 を丁寧に取
り出したあと､ Trie七s 靭帯より 40 c m の 部分を刷 子縁膜小胞調製 に使用す る.
小腸 を反転さ せ ス ライ ドグラ ス で 小腸の繊毛を削り取 っ たあと ､ その とれ た繊
毛の湿重量 の 望0倍の 50m M m a n弧itolを含む 望 m M TbisfHC且(pH 7.2)を加え､
水冷下､ Wa Tin欝ble mde Tで 最大(1800TPm)で 5分間ホモ ジネ ー 卜する ｡ 得られ
たホ モ ジ ネ - トに ､ 5 0 m M CaC12水溶織を最終濃度 且O m M になる よう に加 え
て ､ 水冷下 ､ 且5分間撹拝する . 畠000 gで 20 分間遠心分離 し､ 得 られた上浦を
さらに 27000欝 で遠心分離する. 得 られ たペ レ ッ トに実験の際に使用する緩衝
液を加えて注射針(26 a)の つ い た注射簡で 20回ホモ ジナイ ズし､ 再び 27000ど
で遠心分離する . さ らに同 じ操作を2回線り返し､ 膿小胞の最終懸濁液とする｡
乏且 _上山温上月鎚鮎鮎a鼠製法
小腸上皮細胞調製は､ Weis e T(75)らの 方法を 一 部変更 して行っ た . ラ ッ トを断
頭によ っ て屠殺 し､ 開腹 して小腸を丁寧に取り出したあと､ 取iets 靭帯より 40
c m の部分 を刷子縁膿小胞調製に使用する｡ 小腸 の 内腔を ､ 水冷したリ ン 酸緩衝
生理食塩水(P BS)で洗浄す る｡ 次に A 液 *を小腸の内腔に満たし､ 酸素飽和 した
P BS申で 37oC､ 15 分間振塗する. A 液を捨て た後､ B 液* *を満たし､ 一 定時
間* * *振潰して細胞を単離する. 単離した細胞を遠沈管に移 し､ 再び小腸 の 内腔
に B 液を満た して振渡する こ とを繰り返して ､ 繊毛先端部の細胞から基底部の
細胞まで を段階的に単離する. その後 ､ 単離 した細胞を 500gで 5 分間遠心分
離して 上清を捨て ､ P B Sを加えて懸濁し､ 再び遠心分離して細胞を洗う｡ 卓)ラ
ー 度 P BS で洗い ､ 得 られた細胞を細胞湿重量の 20倍の 50 m M m an nitolを含
む 2 m M T hs旧Cl(pH 7.2)を加 え､ 氷冷下､ Wa ringble nde Tで 最大(1800rpm)
で 5 分間ホモ ジ ナイ ズした後､ 上述の刷子縁膜小胞調製法により､ 刷子縁膜小
胞を調製する｡
A 液* :96 血M NaC且,27 m M citT a七eNa, 5.6 m M ⅨH2P O4, 1.5 m M K CI
B 液* *:1.5 m M E D TA, 1 m M D T T,5.5 m M D･glu c o s e, 望 m M L･ glu七amin eを
%& P BS
* * *抜染時間
vi nu stip mid. vinu s 1o w e Tvi 11u s
缶a c也o n n u mbe r 1 盟 3 4 5 6
In cllbation
tim e(min)
3 4 4･ 4 10
'
15
B B M Vs へ の F･M T X の盈 り___込盈(塑汲
B B M Vs へ の F･M T X取り込 み の測定は､ Selh一曲 らの方法(76)を 一 部変更し
て 行 っ た . 100 m M m a n ni七o且 及 び 100 m M K Clを 含 む 20 m M
10
Hepe s/取立s(pH7.5)に懸濁した膜小胞 望0抄且を､2 5
o
Cで 2 分間振達するo 次に 且00
m M m a n 放流o且及び 100 m M 監Clを含む 20m M Hepe s/ 恥i･s(pⅠ耶 .5)あるい は望O
m M Me s/甘血s(pH 6.0)に溶かした 5阿M F- M T X(最終濃度) を80p且滞加 し､ 反
応を開始させ る ｡水冷 した 150m M NaClを含む 20m M 鮎pe ら/ 取is(pⅠ耶 .5)を 1
ml涼加す る こ とに より反応 を停止させ ､ す(tlさま ア セ テ ー トセル ロ ー ス フ ィ ル
タ ー (孔径 0.魂5 帥m)により迅速洩過 し､ 4 ml の同緩衝液で 2 回フ ィ ル タ ー を洗
うo そ の後､ フ ィ ルタ ー を茶色バイ ア ル に 入れ､ 0.且 M 酢酸ア ン モ ニ ウ ムを0.5
m且添加 して F･ M T Xを抽出するo 昔王P L C により取 り込まれた F･ M T X の量を測
定する｡
弧 戯慮
F･M T X の測定披 Fa m ら(望7)の 方法を 一 部変更して行 っ た. ‡‡P L C条件は以下
の通 り
カラ ム :In e T七sil O D S(5 岬 4.6×望50m m:G L Scie m c e s,Tokyo, Japan)
移動相 :0.1 ” a m m o miu m a c如 a七e : ace七onitrile = 7:3
ポ ン プ :655型液体クロ マ トグラ フ イ (Ⅲita chi,Tokyo, Japa n)
検出器 :650- 1 0型蛍光検出器 (Hi七a ch立, Tokyo, Japa n)
流速 : 1 m且/mi凪
波長 :濫Ⅹ =逢97n m, Em =5且8 n m
豊丘定量
棟準物質と して牛血清ア ル ブミ ン を用 い て ､ Lo w Ty らの 方法(7 7)に従 っ て行な っ
た ｡
i
総計上の有意差は s七Ⅶde n由 t 一 七e s七 を用 い て ､ 検定したo p < 0.05 の時の み有
意差があ ると判断した｡
1･ 且･2 実験結果
望 戯 監且込赴
ラ ッ トの 小腸か ら Ca 沈殿法により B B M Vs を調製 し､ 迅速減退法を用 い て ､
Ⅲ＋勾配存在下(pH 内7.5/p‡Ⅰ外6.0)及び非存在下(pH 内7.5/pH 外 7･5)で ､ F
- M T X の
取り込 み を測定 した｡ その 結果 ､ H'勾配存在下で F･ M T X の取り込 み が顕著に
促進された. 取 り込 み初期(5分)に o v e T Sho o七現象も観察された(Fi冨.且十 1). こ
l l
の結果 に より､ F 湖 甘Ⅹ の輸送披 Ⅲ＋との 共輸送に よる こ とが分 か っ た.
監ニ∃盟聖茎Ja差配出払鮎a戯乱及逆温塵鑑姦性
2 ｡ ‡n c uba也o n払u 鮎 r の p壬壬を変えて ､ B B M Vs へ の F 湖 T X の取 り込 み を測定
した. F･ M T Xの 取 り込∂如ま pH 依存性を示 した(Fig.1-1･ 2). 琵＋勾配存在下で ､
B B M Vs へ の F- M T Xの 取り込掛 は温度依存性を示 し､ 37oC及び 25oC における
F･ M T Xの 取り込 みは輸送担体を介きな い 4oC におけ る取り込み に 比 べ て ､ 顕著に
増大したo (Fig.1･ 1-3)0
巴盟 姐 &盟監整
ア ニ オ ンの 輸送阻害剤で あ る D IDS は R FC の阻害剤として よく利周されて い る ｡
阻害剤 DID Sを用 い て ､ F- M T X の輸送 に対す る影響を検討したo 1 m M DID S
存在下に ､ B B M Vs へ の F- M T Xの 初期取り込み は約半分程度まで抑制され､
o v e r sho oも現象は消失 したもの の(Fig.1･ 1-4)完全 には抑制されなか っ た .
巴迦 弧 監翌
F･M T X の輸送 に対する M T X の影響に つ い て検討したo H'勾配存在下 ､ 1 m 即
M T Xが 軒M T X の輸送を顕著に抑制 した(Fig.1･ 1･5)0 F 湖T Xが M T Xと同じ葉
酸トラス ポ ー 夕 ∵を介す るこ とを示 した. しかし､ F･ M T Xは200倍と大過剰で
あ る 1 m M M T Xが存在 して も 小腸刷子線膜小胞 に取 り込まれた こ とか ら
F･M T X の輸送が M T X のそれ とは部分的に違 っ て い る と考えられた｡
地 温旦込塵
これまで ､ F･ M T Xが葉酸トラ ン ス ポ ー タ - を介 して輸送され る こ とがわか っ
たo R F C披ラ ッ ト小腸 にお い て ､ mRNA 量が繊毛先端部で最も多く､ 基底部で
は少な い と報告がきれて い る(
■
11)｡ そこ で ､ ラ ッ ト小腸繊毛の先端部､ 中央部及
び基底部の 上皮細胞からそ れぞれ刷子縁膜小胞を調製し､ F･ M T X の取り込捌こ
つ い て 検討 したo その結果 ､ F十M T X の H＋存在下 での BBM Vへ の 取り込み 披小
腸繊毛 の先端部､ 中央部の B B M V におい て ､ 基底部の B B M Vよりも､ 顕著に
多い こ とが示され た(Fig. 1･ 1-6.). こ れは､ RFC が繊毛先端部に多く存在 し､ 基
底部で 披少な い こ とと対応して い るo
11 1･3 考察
1
M T X及 び葉酸は 現F C を介 して ､ H＋と共輸送され る こ とが報告されて い る
(7- 且且)｡F- M T Xは M T X の蛍光誘導体で あり､hu m a m且e uka emic c e皿s(K 562ceu)
にお い て 筑F Cを介 して輸送され る こ とが報告された(37)o 本研究室で は､ ラ ッ
ト小腸 の反転腸管法 により､ F 湖T Xが RF Cを介 して ､ 濫.と共輸送される こと
を示 した(38)o 本節で ､ ラ ッ ト小腸刷子線膿小胞を用 い て ､ FI M T X の輸送特徴
を調べ た こ ろ､ F･ M T X の取 り込 釧まpⅠ普及 び温度に依存 し､ H･勾配存在下で顕
著に促進された｡ こ れ は､ F十M T X披 MT X及 び葉酸と同様に H＋と共輸送する こ
とを示 して い る ｡
膜 小胞を用 い て物質の 取 り込 み を行 っ た場合､ 膜小胞で観測され る 一 過性 の 取
り込み促進を o v e T Sho o七現象 と呼ぶ. こ の o v e T 5ho o七現象は膜小胞の外から内に
向けて あ る い は内から外 に向けて物質輸送の駆動力を与えたとき に観測され
る ｡ H＋勾配存在下で の 取 り込 み の 早期に ov e T Sho o七 現象が観察されたの は
F- M T X のとり こ 糾まプ ロ トン の駆動力を利用 した能動輸送で あ る こ とと考え
られるo 即ち､ 時間が経過して ､ Ⅲ＋勾配存在がなくな っ た時に は F･M T X披他
の ル ー トを経て ､ 小腸刷子線膜小胞に取り込まれたと思われるo 近年､ M T X及
び葉酸が R F Cだ けを介 して輸送されるの で 披なく､ 払w pⅢtTa n SPO rteT または
1o wp玉音TOu七e を介 して輸送され る こ とが報告された(78･8 1).4oCの 時に ､F･ M T X
も 小腸刷子縁膜小胞 に取り込まれた こ とから､ 酢 M T X の- つ の 輸送ル ー トは
passive di 軌siom で ある と考えられる｡ ア ニ オ ン 輸送阻害剤で あ る DID Sは細
胞膜表面 に不可適的 に結合する性質を持つ ため､ ア ニ オ ンの輸送が 95%以上を
阻害するoI)ID Sは M T X及 び葉酸の輸送抑制剤と して よく使われて い る(4,82)o
本研究で D ⅠD Sを用 い て ､ F･ M T X の輸送に 対する影響を検討したと こ ろ､ D ID S
が F･ M T X の輸送を顕著に抑制 した. しか し ､ F- MT X の輸送披 DID Sにより完
全 に は抑制きれなか っ た｡ 従 っ て ､ F･ M T Xの ラ ッ ト小腸刷子線膜小胞 へ の輸送
は R F Cを介する能動輸送を含む､ 少なくとも 二 つ の 輸送 メ カ ニ ズ ム があ ると思
われる . M T Xは葉酸トラ ン ス ポ ー タ ー の 競合阻害剤と して用 い られ る｡ F･ MTX
の輸送が M T X により顕著に抑制された こ とは F･ M T Xが M T Xと同 じ輸送系を
介 して い る と考えられる｡ しか し､ 1 m M M T X によ っ て も､ F･ M T X の輸送は
完全 に は阻害されなか っ た o M T X の葉酸トラ ン ス ポ ー タ ー を介する輸送の 監m
披 0.8 - 26LLM と報告されて い る(1, 8 3). 本研究で使 っ て い る M T X の濃度は 1
m M:で あり､ M T Xが葉酸トラ ン ス ポ ー タ ー を介する輸送の 払m の 40 - 1250倍
であるo 従 っ て ､ 1 m M M T Xが F･M T X の輸送を十分 に抑制するはずで あ る.
F･ M T X の1 m M M T X存在下での 小腸刷子縁膜小胞 へ の 取り込み から､ M T X
と異なる輸送系が考えられる o こ れらの輸送特徴は過去に報告され て い る M T X
及 び葉酸の輸送特徴と 一 致 したo F･ M T Xは MTX より分子量が大 きく､ 月旨溶性
も高い こ とから､ pa s siv ediusio n及 び M T Xと違う輸送ル ー トを経て輸送され
13
る こ とも示唆されるo F- M T Xの 取り込み 量は R F Cが多く存在して い る繊毛先
端部の B B M V にお い て､ R F C の存在少な い繊毛基底部より､ 顕著に多い こ と
が示 され た｡ こ れは ､ RF Cの m R N A量 が繊毛先端部で最も多く ､ 基底部で は
少ない こ と(ll)と - - 致 した . 以上の こ とか ら､ F･ M T Xの ラ ッ ト小腸にお ける輸
送 ル ー トの 一 つ と して R F Cを介する H 十との 共輸送が示されたo
14
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第二節 Ⅰ瓦G - 6細胞における 刑 Ⅷo T e S C ei皿 - M e他 o七甘eX a紬 の取り込み
薬物腸管吸収研究に披 血 n
J
和 ､ 血 s l
'
tu 及び 1
'
n n
'
tm 実験系が採用されるが､
それ ぞれに利点と欠点が ある の で ､ 研究目的に応 じて各実験法を単独あ るい は
組み合わせ る手法 が採用されて い る ｡ 小腸 における物質輸送研究には､ コ ラ ゲ
ナ ー ゼ や トリ プ シ ン 処理 な どに より組織 4 臓器 か ら1個1個ばらばらの状態で
取 り出した遊離細胞 is ola七ed. c em の 懸濁系､ 細胞機能を長時間維持させ る目的
で初代培養 した細胞系､ ある い は不死化された培養細胞系が用い られて い る ｡
単離した細胞や培養細胞を物質輸送研究に用 い る利点は ､ 比較的均 一 な細胞系
を用 い るため､ 特定の細胞に対する輸送を､ 神経 ､ ホル モ ン ､ 他の細胞の影響
を除い て観察で き る こ とや ､ 定量性 に優れ て い る こ と にある ｡ とくに ､ 培養細
胞で は培養液側が管腔側膿(また披頂側膜)､ 培養容器 との接着面が反管腔側膜
(または側基底膜)とな るように培養きれる Cac o･ 2 細胞 ､ T 84細胞､ IE C･6 細胞
などがあ る(84). こ の ような培養細胞系で は ､ 目的物質の方向性の ある ベ ク トル
輸送を測定で きる｡
IE C-6細胞は正常なラ ッ ト小腸 由来の細胞で あり(85)､ 葉酸トラ ン ス ポ ー タ ー
遺伝 子 の 発 現(ll)､ T egula七io n に 関与 す る と思 わ れ る P K Cや PT 監､
Ca2'/c a且m odu弧m などを有して い る ため､ 葉酸取 り込み の細胞内 r喝 Ⅶ1a七io n を
調 べ るの に ふさわ しい モ デル で あ る ｡ IE C-6 細胞を用 い て葉酸取り込み の細胞
内 Tegu且a七io m が調 べられ ､ IE C･6細胞におい て葉酸が輸送担体を介して能動的
に吸収される こ と､P T 監や cA M Pに よ っ て その輸送が T egula也o n され る こ とが
報告されて い る(86). その報告の中で ､ I E C-6細胞内 へ の葉酸の 取り込 み に関 し
て ､ ラ ッ ト小腸 にお ける R F Cと同様､ 取り込 糾まpH 依存性を示 し､ ア ニ オ ン
輸送阻害剤で あ る DID S,葉酸 ア ナロ グで あ る M T Xな どに よ っ て取り込み が阻
害され る こ とが明らかとされて い る o こ の ようにIE C･6細胞は R F C の機能解明
にふさわ しい とされ て い る ｡ ま た､ M T XがⅠ玉C･6 にお ける R F Cを介 して輸送
され る こ とも報告されて い る(87,8 8). そこ で ､ 本節で は､ ⅠE C･ 6細胞 にお ける
F･ MT Xの 輸送特性 に つ い て検討 した｡
且･2･1 実験材料及 び方法
誌塞
Fe七al bovin e s e r u m(F A S) はICN Bio m edic alsln c.(Co st Me s a, C A)より購
入したo Dulbe c c o s
'
m odi&ed Eagle s
'
m ediu m(D E M E)及 び Ge mtamicin s uぬもe
披 GIB C O B R L( o ckvine, M D)より購入 したo Bo vin ein s uhn は Wako 首)u T e
chemic alln 血 s七rie s
,
Ltd.(Os aka, Japa n)よ り購入 したo
21
ラ ッ ト空腹クリ プ ト由来の細胞株で あるIE C,･ 6細胞は ､ 米国 Am eric anType
Cu 加 T eCoユ且e cもio n社(Rockvil且e, M D)より購入した｡IE C16細胞披 5% F BS､ 屯5
欝瓜 如 co s e, 1･5 g凡 s odiu mbic a rbo n a七e､ 100 U凡bovin ein s u払m 及び 望O mg凡
ge n七a血 cin を浪合 した Dulbe c c o s
'
m odi&ed Eagle s
'
m ediu m(D E M E)をもち い
て ､ 常法により継代維持した｡ 細胞培養用イ ン キ ュ ベ ー タ - の設定条件は､ 水
蒸気飽和下 5% CO皇 - 9 5% AiT､ 37oCと した｡
ヨ丑 雌 敵且込盈旦乱定
Ⅲa mid. らの 方法(86)を参考 に行 っ た o IE C･6 細胞を細胞培養用 24we凪
m Ⅶ且息pla七e に播き､ コ ンプ ル エ ン トに達した後から 3 日間培養したもの を実験
に供した.細胞表面をKT ebs･ Ringerbu 飽T(pH 5.5)で2回 w a sh し､且iLM F･ M T X
を含む 汲Tebs - Ringe r bⅦfFe Tを 一 定時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した ｡ イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン終了後披､ 直ち に細胞表面を水冷phospha七e･ buffe r ed. s a且血e(pH7.4)
で 3回 w a sh したo F･MT Xを取り込んだ細胞を 1 %s odiu m dode cyls uWa七e 溶
液で完全 に溶解させ ､ 遠心 した後､ H P L Cにより取り込まれ た F･ M T X の量 を
測定 した｡
馳 ebs 瀧 nge TbⅦffe r(pH5.5)
NaC且
ⅩCI
MgS O4
A 7 H20
CaC12 I 2H20
Glu c o s e
Glu七a min e
1 23m M
4.9 3m M
1.望3m M
0.8 5m M
5m M
5m M
H E P E S 1Om M
M R S IOm M
主監 地 温度盛壷性旦乱定
Hamid ら(86)の 方法を参考に行 っ た . IE C･6 細胞を 2 4穴 pla七e に播き､
m on olayeT を形成した後､1m M DID S の存在下及び非存在下で 5 min に F
･ M T X
(o.325妙M - 2 0#)の取り込 み を測定した｡ DIDS で阻害されない部分を差 し引
い た値を DID S感受性の輸送と して ､ その 阻害部分 に つ い て ､ M U 工∬Ⅰ法(89)に
より､ 輸送の R m ､ V m ax を求め た｡
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総計上の有意差は s七ude m七's i - 七e stを用 い て ､ 検定 した. p <o.o5 の時の み
有意差がある と判断 した｡
1･ 望- 2 実験結果
遷塾監ニ&過脇立患比良 遡 及包盈且込盈
IE C･6 細胞内 へ の F･ M T X の取 り込 訓ま pⅠ耳 依存性を示 した(如g.且･2･ 1.)0
pfE5. の条件下 で の F･M T X の細胞内蓄積がpH7.5 に比 べ 顕著に増大 し､15 min
で 一 定とな っ た o
狐 韮温 盟藍整
1m M DIDS及 び 1m M M T X の存在下で F･ M T X の細胞内蓄積が約半分に抑制
された(軌欝.i- 2-2). 従 っ て ､ ‡E C･ 6細胞 におい て ､ F･ M T Xの輸送は 一 部 M T 又
と共通 した翰送体を介す る こ とが示唆された｡
EiAgE EL 2B% B_込払泣虫j且息濃度底壷塩
IEC･6細胞にお ける FIM T X の輸送の濃度依存性を､ D IDS存在下及 び非存在
下で検討した｡ D ID S非存在下で の FI M T X の取 り込 み から DID S存在下で の敬
り込 み を差 し引 い た値は飽和性を示 し た(Fi欝.1 サ3). こ の DID S感 受性の
F 湖 T X輸送は 監血1=9.3±乱4p朋 ､ Vm ax - 16.8±6. 細 m o且/mg pr obeim/5 min で
あ っ た . こ の 値 披文献 に報告さ れ て い る M T Xの そ れ と 同等 で あ っ た
(Table.1-2-1)o
1- 2･3 考察
IE C･6細胞 へ の F･ M T X の取り込 釧まp王ま に依存する こ七 から､ F･ M T X の輸
送に 琵＋の関与 が考えられた｡ こ れは､Ⅰ宜C･6細胞で報告されて い る M T X の R F C
を介 する輸送特性と 一 致す る . F十M T X の輸送が 1 m M M T X及 び R F Cを阻害
する こ とが知られ る D ID S により顕著に抑制された｡F-M T Xの 輸送が DIDS 及
び M T X の存在下で完全 に抑制されなか っ た ｡ MT X の輸送 に つ い て は､ R F Cだ
けで はなく､1o wpⅢ七r a n spo rte Tまたは 1o wpflr o u七e を介 する と報告がされて
い る(78･81). IE C･6細胞にお ける F- M T X輸送にも R F C による輸送とそ れ以外
の輸送の少なくとも に 二 種類以上の輸送体の関与が示唆された｡Ⅰ)ID Sが阻害し
た F- M T X の輸送が飽和性を示 した こ とから､ F- M T Xの 輸送が輸送担体を介 し
て い る こ とを示唆されたo M T X の R F Cに対 する kineticspaTa m e七e rは Km o r
23
‡弘=0.8 一 望6瓢M である(1,B3)o F十M T X の R F Cを介する と思われ るIE C･6 へ の
取り込み輸送も 監m =9.3±望.4改組 と算出され ､ ほ ぼ同等の値であ っ た. また､
I E C･6 におい て ､ FI M T X の輸送 が M T X により顕著に抑制された. 以上の こ と
か ら､ F･ M T Xは M TX と同 じ輸送系 ､ 恐 らく R F Cを介 して輸送され ると考え
られる｡
24
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第三飾 ‡怒C ･ 6細胞に剖ナる F且Ⅶo 濫e 8 C ei弘 一AnethoもT eX a他 の 排鞭
M T Xは小腸 にお い て 況F Cを介して ､ プ ロ トン と共輸送される こ とが知られ
て い る(7･且且)bSその 血液まで の輸送過程に つ い てま だ解明されて い ない o 近年､
小 腸 で 披 有機 ア ニ オ ン 性 化合物を排継 する - 次性能動輸送担体と し て
Multi 血喝 T e Sis七a n c e
･
a s s o cia七edpromin 払触p)1､ 2､ 3の発現が確認されて
い る(1 2- 15)o Mrpl､ 2､ 3が M T Xを基質とする こ とも報告されて い る(12,
90 儲)o しか し､ 正常なラ ッ ト小腸 由来の培養細胞 IE C-6 における､ こ れら排
雅蛋白に関する情報披報告されて い ない . ‡EC-6 細胞 削 ､腸 モ デル と して よく
使用され るが ､ こ れら輸送体の 発現パ タ ー ン を明ら かと する こ とよ り､ 有用性
は高まる こ とが期待される. F-M T Xは Mrp2 の蛍光基質で あ る こ とが示唆され
て おり(2 針33)､ F･ M T Xを用い た､ これら MTP フ ァミリ ー の輸送研究が可能で
あると考えた. 本節で 披 ､ IE C･6細胞外 へ の F-M T X の排滑につ いて 検討 した.
且･3-1 実験材料及 び方法
式盛
Es七radiol･ 17 か D･ glu cⅦ= o nide(E217βa)及 び ta u r o chola七e (TC･)は Sigm a
Chemic al Col(St. Lo Ⅶis, M O) より購入した. M 濫571は Caym an C hemic al
(Ann ATbo r
,
M I)より購入したo Anti- r at Mq)3抗血清は東京大学薬学部製剤設
計学教室より提供い ただい た｡
王盈虹且盈脱 出 劇孟
Hami dらの 方法(86)を参考に行 っ た . IE C･6 細胞 を細胞培養用 24 w en
m ultipla七e に播き､ コ ン プ ル エ ン トに達した後から 3 日間培養したもの を実験
に供した.細胞表面を Kr ebs 瀧 nge rbu鮎 r(pH 5.5)で 2回 w a sh し､1pM F･M T X
を含む ET ebs･ Ringe rbu 鮎 T を 37
oC及び 4
oCで 一 定時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た｡ イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン終了後は､ 直ち に細胞表面を氷冷 pho5phate･bufFe r ed
a 血 e(pH7.4)で 3回 w a sh した｡F･ M T Xを取り込んだ細胞を1 %sodiu m dode cyl
s ul払七e 溶液で完全に溶解させ ､ 遠心した後､ H P L Cにより取り込まれた F･ M T X
の 量を測定した｡
辺£ニ且弧鼠迄盈比る_望過盟温姓波塵胤定
IE C･6細胞はtr a n s w ell(po r e siz e3.Op m) に5×104c ens/w ell でまき ､ コ ン
フ ル エ ン トに 達 した後から 3 日間培養 したもの を実験 に供した｡細胞表面を
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KT ebs･ Ri喝 e Tb 脇 T細 5･5)で 2回 w a sh し､ 鮎 ebs･ R i聯 Tb 脇 T を apic al偵'J
に30軸且及 び 恥a s al側に900駅且加えて ､ a由ca且側また披bas al側 に 軒 M T Xが
且紬 M M 監57且 存在下及び非存在下で 且 瀞M になる ように添加 し､ 3r Cでイ ン
キ ュ ベ - 卜し､ 経時的に ba sal側または apic a且側から5軸且をサ ン プリ ン グ し､
H PL C によ り排滑された F 湖TX の壷 を測定 したo
No Tthe T nb且o七ti皿
Toもal 況N Aの 抽出 :
細胞 且Oc m シ ャ ー レ 1枚あたり R NA･ Solv(Om ega Bio･ 蛾 In c. , Do T avi lle,
G A)を 且･ 2 ml の割合で 添加 したo 4oC下 ､ 最初に滞加 した R N A･Solァ且 m且あた
り 0･望 mlのク ロ ロ ホル ム を添加するo15秒間激しくシ ェ イク し､10分間放置(o n
ic e)後､ 且2000欝且5 分間 25oCで 遠心する｡
‡地 ぬ c e
, Lo w e Tの 3層に分離され るの で R NA が含まれて い る Up pe Tを別 の
チ エ - ブ に丁寧に回収するo 最初に添加した R NA･ Solvl mlあたり 500p且のイ
ソ プ ロ ピル ア ル コ - ル を漆加し撹拝復25oCで 10分間放置するo 且2000g15分
間 望5oCで 遠心 し上清を捨て ､ 且 m且の 80% エ タノ ー ル を添加 し v o Tte X miⅩing
し､ 7500欝5分間 25
oCで遠心後､ 上清の エ タ ノ ー ル を丁寧に取り除きpene七
を約5分間風乾させ る oⅠ)革PC水(o･ 1 %de七hylp yr o c a rho n a七e を含むミ リQ水)
を望0 0抄1添加 し溶解させ ､ サ ン プル 叫 を望00･1000倍希釈し吸光度を測定す
る｡ 収量披次式に従 い算出した｡
収量 (ng小1) =A260X4 0×希釈率
5 M NaCl且/20v olu m e
,
エ タ ノ ー ル 2v olu m eを加えて約 1 帽/pl のエ 夕ノ - ル
沈殿にし ･20oCで 保存す るo
mRN A の精製 :
エ タノ - ル 沈殿で -2 0oCに保存 してお い た七o七alR N Aを500順 に なる よう に
ピ ヘ ッ トで取り､ 10000g15分間 2 5oCで遠心する｡ 上清を吸 い 取り 70 %エ タ
ノ ー ル 150plを添加し沈殿を夕 ッ ビ ン グで 扱が し､ さ らに 10000g且5分間 25
QCで遠心 するo 上清を取り除き風乾後 D E P C水 を 望50 払 2× elutio nbufEe r
(0･2% S D Sを含む 2×T E溶液 (pH 8･0))を250仙 O hgote x･ d T 30<Supe T
>(Taka T aShu z oCo.
,
Ltd. , Kyo七o, JapaLn)を500pl添加 する.65｡C w ate rbath
で 5分間加熱後､ 水中で冷却する. 5 M NaClを 100p=醐口しよく夕 ッ ビ ン グ
するo 37oC w a七e Tbath で10分間加熱後 10000g15 分間 25
oCで遠心 するo 上
清を取り除き､ 沈殿 に 400pl の D P 宜C水 を漆力口し夕 ッ ビ ングで懸濁す るo 5oC
w aもe Tbath で 5分間加熱後､ 水中で冷却｡ 10000g で 15分間 25
oCで遠心 し上
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清を新しい チ エ - ブに移 す. サ ン プル を - 部回収 し適当な濃度に希釈後吸光光
度計により過度を測定するo 望叫且5 M NaCl,2.5 voh m elOO %エ タノ ー ル を添
加 し -20oCで 保存する｡
プ ロ - ブの ラ ベ ル 化 :
ラ ン ダム プ ライ ム法により T a七Mrpl､ 望､ 3 の cD N A プロ ー ブをラ ベ ル 化し
たo ミリ 馴 こ溶か した cD N A且5ng/望Op且を調製し 95oCで 5分間boiユし､ 水中
で冷却す るo Rediprim eII(Am eTSh.a m P ha T ma Cia Bio七e ch U 監
,
Ltd. ,
Bu ckingha m shire, Em 如nd) に【針 32P]dC T Pを 5 郎添加し撹拝後､ 3け1を
cI)N A に添加す るo 3 7oC で且0分間イ ン キ エ ペ - シ ョ ン後､ o15 M E D TAIplを
添加して反応を止める｡ サ ン プル全量 を M icT OSpin S-3 0 H R Colu m n s
(Am e TSha mP ha T m a Cia Bio七e ch, Ltd･ , Pis c a七a w ay, N J) に乗せ 753gで 2 分
間遠心するo カラ ム の 下液を回収し､ 95oCで 5分間boil後､ 水中で 冷却 しラ ベ
ル化 ブ ロ ー プとす る o また内部標準として ､ glyc e T aldehyde-3･pho sphate
dehy血oge n a s e(GAP D H)cD N Aを用い 同じくラ ベ ル化 し no Tthe T nblotting
を行 っ た ｡
No r地.e T nblotting:
5 将 の mR N Aを RNA魔性溶液(D E PC水3 pl, 10× M O P S, ホル ム ア ル デ
ヒ ド4pl, ホル ム アミ ド9pほ 浪合した溶液) に溶かし65oC で 5分間加熱後､
氷中に つ け冷却する. こ れ に 10×且o adingbuiYe rを2 pl添加 し泳動用サ ン プル
とする｡ 1× M O P S及 び 6.142 %ホル ム ア ルデ ヒ ドを含む 1%ア ガロ ー ス ゲル に
泳動サ ン プル を 5 帽 m R N A Aa ne で apply し 1× M O P S の入 っ た泳動層で電気
泳動をする. マ ー カ ー として La mbda D N A/H1
'
ndIII Ma rke r
,
2(M BI Fe rm e nta s
ln c., H an o v e r, M D)使用するo 泳動後ゲル をミリQ水中で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
(15 分 ×1 回)後､ きらに 10×SS C中で イ ンキ エ ペ - シ ョ ン し平衡化 (15 分
× 1回) する. ゲル 申の m R N Aをメ ン プ レ ン (Biodyn e 恥a n sfe TMe mbr 弧 e S,
Pa皿BioSup port, Co. ,In c. , Ea s七flins, N Y) に約 16時間blottingするo メ ンプ
レ ンを 80
oC l 時間 ba ck 後､ 2×SSC 溶液でメ ン プレ ン を軽く洗い プ レ ハ イ プ
リダイゼ - シ ョ ン液に浸 し2時間 25oCでイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る o ラ ベ ル 化さ
れた プ ロ ー ブを全 量､ メ ン プ レ ンの浸か っ たプ レ ハ イ プT) ダイゼ - シ ョ ン液に
添加し 42oCで 16 時間ハ イ プリダイゼ - シ ョ ンす る o ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン
後o.1% S DS を含む 2×SS Cを漆加しメ ン プレ ンを洗浄する(10分 ×2 回)o メ
ン プ レ ン を ラ ッ プ に包みイメ - ジ ン グプ レ ー ト (Fuji lm agingPla七etypeB A S
III
,Fuji Photo Fi lm Co., L W. , Tokyo, Japa n) に 16時間感光させ る o イメ ー ジ
ン ダブ レ ー トを F U JT X B AS･2 000ⅠIsyste m(Fuji PhotoF 止m Co. , Ltd. , Tokyo,
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ぬpa n) で解析す るo
且 × MOPS
酸及 び 10 m M E D T Aを含む溶液を望 N NaO 放で pH 7.08こあわせオ - トク レ -
ブ｡
迦 旦畠弧 :3 MNaCl及び 0･3 Mク エ ン 酸三 ナ トリウム ｡ 2H20 を含む溶沌を
オ - トク レ - ブ｡
プ ノ＼
0･2 ” 3･ m o TPho払m opT Opa m e S u]fo mまc a cid(M O P S),50 m M 無水酢
10% S D S o
.8 ml
D五P C水 6.8 ml
s alm o n spe r mDN A o.4 m1
50×De mha T舶's s olu七io m 4 ml
lOXSS C 8 m且
あ逆立Z 蜘 + 払出
40 ml
畳屋二藍_農工二匹基
totai R N A抽出
提C-6細胞は TripsinやD T Aで細胞を剥がして回収した後､ ペ レ ッ トに R N A_Solv
を加 えて ピ ベ ッ テ ィ ン グ に よ り細胞 を溶かした Q こ の 後 の操作は No,ther m
blotting に準じた｡
R 甘反応
1〟欝 mR N Aを反応 に用 い たo
MgC12
dN T P M ix七uT e(10m M e a ch)
10× R N A P C R bt且鮎 T
R Nas e蕗e edH20
Ra ndo m9m eT (50pm ol/LLi)
R Na B e‡nhibi七o r(40U/LLi)
Re vers eTka m s c rip七a s eX L(SO U/LL
i)
4pL
2掛L
2 pL
9.5p.i
1節.i
0.5p.i
1鮮L
20pL
30
oC
4 2
oC
50
o
C
60
o
C
99
oC
2 5oC
且Omim
30min
30min
30mim
5min
∞
1cycle
PC R反応
MgC12 0.8許L
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d N 甘P M i富加T e(乱5m M e a ch)
且0× R N A PC況bu 馳T
R Na s e魚e e技旺20
TaKaRa TTaq.
R 甘pr odu c七
PTim er(2〟 M e a ch)
0.A跡L
且堺L
5.35堺L
0.0 5PLL
1瓢L
且餅L
10堺L
P C RpTim e T
r atG3 P D H Forw a rd 5'･ ACA G T C CATG CC AT C A C T G C-3'
Re veTSe 5
'
･ CT TA CTCC T TGGAG G C CA TG･3
'
r a七MTPl Fo T W a Td 5
'
-CT G ATC CTG GC A TAT CT GATG甘
Re v e r s e5
'
･ G AC T G TAGG AGACA G A AG AG･3'
r a七 独 p望 Fo T W a Td 5
'
･CA G G A C TGT TC TGA A A GGTTA C A A G C A甘CC･3'
Revers e 5
'
･A C AT T AGG A T TG CAC A G A TAT A G C C A AA C C･3'
ra七 Mギp3 Fo r w a rd 5
'
･GCACGC T G CG･CA TGA A C C TCG･ ･3'
Re v e r s e5
'
- G G C GAGT C C T G C A T C m G O- 3'
cyde 数は直線的に増幅が見られるとこ ろを､ サ ン プル ごとにそれぞれ設定した
0
G3P D H:望6;MTPl:39､ 42､ 45;MTP2:40;M叩3:26､ 29､ 32cycle s
PC RpT Odu c七 は8 %ポリ ア クリル アミ ドゲル 電気泳動後､ ゲル を エ チジ ウム ブ
ロ マ イ ドで染色し､ バ ン ドの漉さを画像解析 ソ フ トN III Im age を用 い て 解析し
た｡
IE C･6 細胞は ､ カ バ ー ガラス の上で まき ､ コ ン フ ル エ ン トに達した後から 3
日間培養した後､ カ バ - ガラス を 12w e皿 プ レ ー トに移 し､ m ediu m を除い て
P BS(～)で w ash した後､ 4 %パ ラ ホル ム アル デ ヒ ドFPB S(～)を 600pl加えて 10分
間室温で静置した . パ ラ ホル ム ア ル デ ヒ ド溶液を除き､ 1% T h七o n･ Ⅹ 100/P B S(-)
を600pl加えて 5分間室温で静置した.1mlの P BS(～)で 1回洗浄後､ r at･ Mrp3
の 一 次抗体 (100倍轟釈) を 250pl加え､ 60分間室温で静置した｡PBS(･)Imユ
で 3回 w a sh して 二 次抗体 r abbi七IgG(Vecto rlabo r ato rie s, Bu 血nga皿 e, C A,
250倍希釈)を 250pl加 え､ 室温で遮光し 60分 間静置した. P B S(～)1mlで 3 回
w ash した後 ､ さ らに T BS で1 回 w a sh し､ SYT O 61(1000倍希釈)を 2 50pL
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加え､ 室温で遮光して 望0分間静置した後､ レ - ザ - 共焦点顕微鏡 L S M馴0(Ca TI
Zeis s
,
J 孤 a
,
Ge m a m)で 観察した.励起波長披 488n m(独 p3),63 馳m (SⅧ 061)
で す｡
Wesも即 n blo in
細胞か ら得られた蛋白を変性bu 駄y (2×1o ading bⅦ 鮎r) に溶解さ せ ､ 臥5%
ポリア ク リル ア ミ ドゲル で 電気泳動したo 20mA で泳動後､ ニ トロ セ ル ロ ー ス
メ ン プ レ ン (七丁 - S･ Blo七, Bio偲ad Labo T abo riesⅠn c.
,
鮎 T C u且e s, C A) に15 V で
1 時間転写した後､ 3 % BS A/T T B Sにメ ン プレ ン を浸して ､ 垂範で 且 時間イ ン キ
エ ペ - シ ョ ン した o その後 TT B S で 況inB elO mLX2 臥 15分 10mLxl回､
5分 ×2 回洗浄したの ち､ 0･且% B S A/T T BS で且00 倍希釈した抗 Mrpl ､ 乳 3
抗体液に浸 して ､ 室温で 1 時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した｡ そ の後 TT B Sで Rin s e
且O mLX望桓1､ 柑 分 10mLxl 臥 5分 ×2 回洗浄したのち ､ a n七i m ｡ u se 及び
T abbi七Ⅰ欝岱 望次抗体液 (10 m ･L 0.1% B S A/ 珊 BS申に 紬 1) 申で ､ 室温で l時
間イ ン キ エ ペ - シ ョ ン した o その後 T T B Sで Ri聯 elOm LX2 臥 15分 10 mL
Xl 臥 5 分 ×4匝慨浄したのち ､ 自動現像機で現像 した｡ メ ン プ レ ン からの シ
グ ナ ル の 検 出 に は ECL 法 (Am e T Sha m Pha 皿 a Cia Bio七e ch UK, Ltd. ,
Buckingha m shir e, Engla nd) を用 い た ｡ ま た ､ 分 子 量 マ ー カ ー と し て ､
pTe Smin edpT O七ein m坤er,br o adr a nge (Ne wEngland BioLabsln c_) を用い
た｡
蛮性 塊 艶止
0.5 MT 由s- H Cl(pⅢ 6.8) 2mL
IO %S D S 4mL
望･ メル カプ トエ 夕 ノ - ル 1.2mL
80% グリセ ロ - ル 望.5m L
ミリ Q水 o.3mL
製弘之旦皇之 星 ∠ ニ 辿三並ニニ ー + 鮎臥
10mL
鮎弛L 乏乞法辿乙L L望迎 姐適温g盛
アク リル アミ ドスト ッ ク溶液 8.5%
i.5 M 甘由s/ HCl(pfI臥8) 0.3 75 M
IO% S D S o. 1 %
10% A PS(Am m o niu mpeTSul払te) 0.03 3 %
T E M E D o.o5%
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鮎 』
Th$ 3.633g
･
NaC1 26.29細
魚n a且 3 L
T T BS
0.5 %甘Ⅳe e n20/T BS
メディ ウム瓶の 且5 %- 30 % の Vo且u m eを維持 し､ 115Tpm ､ 2r Cで 振とう培養
を行 っ たo 対数増殖期が維持で きる よう ､ 3×105 c e弧/mL - 2×106 c e姐/mL を維
持し望 - 3 日 ごと に絶代を行 っ た o な ぁ バ クミ ド D N Aを感染させ た場合臥
感染効率における再現性の良さの点から､ 那 oCで接着培養を行 っ た o
払 盤嘘 + 皇)2上 GF P) の Sf9 細 胞 へ
組換え バ クミ ド D NA を Ex C E L L420 Mediu m 申で C E L LFE C TINと反応さ
せ ､ 接着させ た Sf9細胞にその浪合液を注い で遺伝子導入を開始し､ 2 r Cで培
養したo 以後､ 72時間後に ウイ ル ス の 回収 (1st sup) を行い ､ よりラ ー ジ ス ケ
ー ル で S 飽細胞に感染させ る操作を2回行 っ た(かdsup､ 3rd stlP). 3rd s up 回
収後､ Sf9細胞を接着させ ､ 5%F BS入 り 丑Ⅹ C EIJL 舶0に Mediu m を交換 し､
6 0時間後 に細胞の回収を行 っ た (こ の時の Sf9 細胞は､ 約 1.4×107c ell/15c m
シヤ - レ 30枚程度)0
壷 馳 虚血 温 盟鼠製
Ste ck ら(93)の 方法に より赤血球膜 v esicle sの調製した. 即ち ､ ラ ッ トの心臓
から採血(9 ml)し､ 100m M E DTA lmlを加えて から､ 1000臥 4
o
C で15 min
遠心 した後､ 上清を除去するo 沈殿に 1 m M 丑D T Aを含む 10 ml P B Sを加えて ､
1000臥 4
o
C で15 min 遠心 し､ 3回洗浄するo 沈殿(r at e TythT OCy七e)に 1 m M
E D TAを含む 2.5 ml P B Sで懸濁し､ 1 mlに対し､ 20m M 取is･ HClbufFe rを加
え ､ 転倒浪合し､ o nic e o v e r3 0 min 後に2000 臥 4
oCで 20 min 遠心 して から､
上浦を除去 し､ 5 m M T hs4HClbuiTerを加 え､ 均 一 に した後､ o nic elO min 後
に20000g､ 4
oCで 20 min 遠心 するo 沈殿を Su c TOSebuffer20ml で均 一 に し
た後､ 20 00臥 4
oC で20 min 遠心するo 適当量 (200pl)Su c r o s ebⅦffe T で 懸
濁する｡
ぐⅠE C･6細 胞膜 v e sicle sの調製
IEC-6 細胞を細胞培養用 10 c m シ ャ ー レ(40枚)に播き､ コ ンフ ル エ ン トに達
した後から 3 日間培養したもの を実験に供した｡ Ito らの 方法(94)により､
Mrp
ISf9及びIE C･6細胞をかきとりに より回収し､ 重 さを測定する(1g =1mi)､
hypo七onic buffe r/各種 pr ote a s einhibito T入 りを 40倍 v olu m e(40 - 80 mi)加え
て ､ 氷の 申で 1 時間 imc ubatio n した後､ 4oC で 30分 に超遠心す る(2900 rpm
遠心力 10000g)o 上浦を吸引除去し､ ペ レ ッ トに 5 ml の T S bufEe rを加えて ､
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懸濁して ､ 各チ ュ ー ブ をまとめて ､ さらに ､ 5 ml のT S b脇 T を加 えて ､ 各チ
ュ
ー ブを順次共洗 い して い っ て ho m咽e miz e T管 に 入れ る(10 m且 に なる).
Do u 弧C eB(如 ss/如 ss七 蜘 pa stle)で 30回 ぬ oke する ｡38 %(wuv ol.)s u c r os e/5
m M 取is- 恥pe s(pH7･複)の うえに 払o m oge niz e済み s a mp且e を乗せて ､ 界面を乱
さな い よう に､ 4oCで 鵬 分に超遠心(しよ糖密度勾配遠心)した後(魂00 0Tpm 遠
心力 280000g)､ 中間層(七Ⅶrbid laye r)の もやもやを望O mlの TSbufEeT6こ加え
て ､ 軽く混ぜ て(転倒浪合)ペ レ ッ トを洗うo 魂oCで 30分 に超遠心す る(29000TPm
遠心力 100000g)o ペ レ ッ トを40軸且の TSbu 鮎T に懸濁す る｡ 全量を エ ツ ペ ン
に移 し､ 且ml の注射簡の先に 25欝a 聯 n e edle を付け､ 懸濁液を泡立 て ない よう
に 30回通すo 2 0〃1ずつ 適当に分注して液体窒素で瞬間冷凍する｡ - 80oCで保
存する｡
PT Oもe a s eimhibitor
a)
b)
c)
a)
P MS F:最n a1 2mAa
Leupep 血 :鼠m a1 5p 将/m且
Peps七a七in:温n al且 粥/ml
ApT Oもinin:免m a15瀞嘗/ml
Hypo七o mi Bu 鮎T:且m M 甘ぬs･ H Cl
,
0. 且m M 丑D T A(pH7.4 at 魂｡C)
TSbu 鮎T:且Om M 取ispH7･魂/ 望50m M s uc r o s e(pH7.4 a七4oC by王王Cl)
辿 邸 込み の測定
M 町 Sf9及 び 柑C-6細胞膜 v e sicles へ の F･ M T X取 り込 みの測定はIt. ら(95)
の 方法を参考して行 っ た ｡ 0.5 mg/ml C P監 及 び 5m M AT Pまたは A M Pを含む
T Sb 脇 r に溶か した F-MT X鮎 a1 5pM)を16p且In c uba七io nbu飽 rを 那 ｡Cで 3
分間振遷するo 4 堺1細胞膜 v e sicle sを添加し､ 反応を開始させ る ｡ - 定時間に
水冷した stop buffe rlml漆加するこ とによ り反応 を停止させ ､ mixing して ､
9 00ml を取 っ て す そさま ア セ テ ー トセ ル ロ ー ス フ ィ ルタ ー 仔L径0.45 掛m)によ
り迅速滅過し､ 5 ml の同緩衝液で 2回フ ィ ル タ ー を洗うo その後､ フ ィ ルタ -
を茶色 バイ ア ル に入 れ､ 0･1M 酢酸 ア ンモ ニ ウム を0.5 ml添加 して F･ MT Xを抽
出する ｡ H P L Cにより取り込まれた F- M T Xの量 を測定する ｡
辿 嘩 度鑑壷塩
ia洩吐定
Mrp
･Sf9及 びⅠ丑C-6細胞膜 v e sicle s へ の F･ M T X(1.2 5pM - 40pM)の取 り込
み を A T P及 び A M P の存在下で測定したo A TP依存性の取り込み を MU LTI法
(89)によりミカ エ リスメ ン ラ ン式に フ ィ ッ テ ィ ン グし､ 輸送の Km ､ V m a xを求
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めた｡
総計上 の有意差は s七ude nb's i - 七es屯を用 い て ､ 検定したo p <o.o5 の時の み
有意差があ る と判断した｡
且せ望 実験結果
Ⅰ
ヽ
ワ
■
し. _
pH 5･5 条件下で 4oC及び 37oCに 如 ､て 細胞内 へ の F 湖 TX の取り込み を測定
した (Fig･且甘且)o その 結果､ 4oCにお ける ､ 細胞内 へ の F 湖T X の取り込み量
披 37oCに比 べ て ､ 顕著 に増大した. Ⅰ濫C ･6 細胞内に何らかの能動排糖輸送担体
が存在し､ F･ M TX を磯極的に細胞外 へ 排推して い るこ とを示す. pH5.5､ 37oC
条件下 で MTp フ ァ ミ リ ー の 抑制剤であ る M 旺5 71 の 添加より ､ 細胞内 へ の
F･ M T X の蓄積が顕著に増大 したo IEC-6 細胞における F･ M T Xを積極的にくみ
出して い る輸送蛋白は M 町 tyPe 輸送担体で ある こ とが示され たo
退 場 戯芸遜此
細胞をトラ ンス ウ ェ ル 上で培養し､ apical側又汝 Ba B al側に F- M T Xを添加
し､ F 湖T X の輸送を検討 した (Fig･1･3-2). M E 571存在下で F･M T Xの apical
側からba sal側 へ の輸送は M K 571非存在下 で の輸送と比 べ て ､ 顕著に低下した.
一 方､ M 監571存在下で F- M T X のbas al側か ら apic aユ側 へ の輸送は M E5 71非
存在下で の輸送と比 べ て ､ 増加 したo また､ F ･ M T X のapic al側からba sal側 へ
の 輸送は F- M T Xの ba s al側から apic a且側 へ の 輸送と比 べ て ､ 顕著に上昇したo
F･ M T X の細胞排准翰送担体は細胞 の basal 側 に存在して い る MTP ･tyPe
七r a n spo rte Tである こ とが示唆された｡
独 地 道
‡EC･6細胞における Mrpl､ Mrp2及 び MTP3 のm R N Aの発現を No rthe mblot
及 び R T･PCR法に より測定した(Fig.1-SIS)｡Ⅰ丑C･6細胞にお い
'
て ､ No Tthe mblot
及 び R T･P C R によ っ て Mrpl及び Mrp3 が検出されたo Mrp2 披検出されなか
つ た . ま た､ 発現鼻柱 Mrp3 の方が Mrpl に比 べ て ､ 高い こ とが分かる0
蛍光免疫法に よ っ て A &p3 蛋 白の 発現を調 べ た (Fig.1せ4)o Mrp3 蛋 白が
IE C･6細胞の basola七e r al側 に発現して い る こ とが明らか にな っ た. コ ン トロ ー
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ル血清で は飴光は見られなか っ た ｡
*
独 pL 及び 独 p3 の蛋 白 の発現を w e s七e m blob法 により測定 した(Fig.1せ6)o
ⅠE C･6 では MTp3蛋白が検出され ､ MTpl もわずかながら発現が見られたo それ
ぞれに はポジテ ィ ブ コ ン トロ ー ル と して ､ MTP8発現昆虫細胞 S籍 (Mrp3 刷 ,
赤血球膜 (MTp且 用) を用 い た｡
MT 獅 旦里二AqT X の
F 湖T Xが MTP3 の基質に なる こ と､ 及 び =E C･ 6 細胞で ATP依存的な 肋 p3
を介する輸送が見られ る かを検討した (Fig･ 1せ6)Q Sf9･ MTP3､ Sf9-G F P及び
Ⅰ選C･6細胞から膜 ベ シクル鋼製し､ 肥 P依存的な ぎ･ M TX の取 り込み を調 べ た o
IEC～6 の膜 ぺ シタ ル へ の F 湖 T X の取り込 糾まAT P存在下で ､ A M P存在下 に比
べ て顕著に 上昇し､ A TP依存性の 一 次性能動輸送担体を介して輸送され るこ と
が示され たo S紗 Mrp3 の膜 ベ シクル へ の F･ M T Xの 取り込み は A T P存在下で
顕著に促進され ､ ネガテ ィ ブ コ ン トロ - ル の S 紗 G F Pの膿 べ シタル で は全く取
り込釧ま見られなか っ た o
弊 迎温度盤姦性
Sf9- MTP3及 びI宜C-6細胞の膿 ぺ シ タル にお ける F･ M T Xの輸送の濃度依存性
を検討した (Fig･1･3-7)o sf9- MTP3 及び IE C･6 細胞の膜 ベ シクル へ の A TP依
存的な 軒M T X の取り込 捌ま飽和性を示し､旺 m はそれ ぞれ4.5土1
.1と11.Oj= 1.8
pM で あり､ Vm a xはそ れぞれ 1226 土 15 pm ol/mgpr otein/ 15 min と96.6土
9･7pm ol/ m欝PT O七ein/15 min である こ とが示され たo
E Bg2 KakbjAaiE Bt LaBR3EEu& nBBija n E9di9iabh &
MTp七T an SpO rte rの 阻害剤で ある M 濫57 1及 び Mrp3 の基質である E21 7BG 及
び 夕 ウ ロ コ - ル 酸 (T C) を用 い て ､ F- M T X に対 す る 影 響凄検討 し た
(Table･1-3･ l)0 Si9- 叫 p3 及 び IEC･6 細胞の膜 ベ シタル へ の A T P依存的な
軒 M T X の取り込 訓ま M 監571､ EB17βG 及び T C に濃度依存的に抑制されたo
1せ3 考察
担体介在性の 取 り込 桝ま低温下で抑制され るの が 一 般的で あ る o と こ ろが､ 4
o
Cにお ける ､ 細胞内 F･M T X の取 り込み 量を検討したとこ ろ ､ 細胞内の F- M TX
の 取 り込み 畳は 37oC に比 べ て ､ 顕著に増大した . こ の原 因と して IE C- 6細胞内
に披何らかの能動排准翰送担体が存在 し､37oC におい て F･ M TX を積極的に細胞
3 7
外 へ 排出 して い る 可能性が考え られ た o Muld血ug T e 5is七am c e･ a s s o ciated
pT O七eまn 払伽p)フ ァ ミリ ー は多剤耐性に関わる膿蛋白質として知られ 潤 在 MTPl
から MTp9 まで が同定されて い る(96･99)oMTP フ ァ ミリ ー は A TP結合領域をも
ち ､ 細胞内から細胞外 へ A TP依存的に基質を輸送する A B C(A TPbin 血 曙
c a s s ette) トラ ン ス ポ - 夕 - に属す る o こ れ まで に 小腸 で は多剤耐性関連蛋白
Mrp1' 2, 3の発現が確認ざれて い る(1宏一 15). Mrp2 は上皮細胞の管腔側膿
(apic崩 側膿) 上に存在し､ 各種抱合体や有機 ア ニ オ ンの 細胞外 へ の 排雅に寄
与 し て い る こ と が 示 さ れ て い る(100). Mrp3 は 小腸上 皮 の 血 管側膜
(bas o且a七e r al側膿) 上 に存在し､ 有機ア ニ オ ンや抱合体の他に胆汁酸を基質と
するこ とから､ 胆汁酸の腸管循環に寄与して い ると考えられて い る(101)｡ これら
輸送担体とも M T Xを基質とする こ とが報告された(12,9 0-92)0IE C･6細胞は正
常なラ ッ ト小腸クリ プ ト由来の培養細胞であり(85)､ その発現の 可能性がまず考
えられたo そ こ で ､ 我 々 は MTp フ ァ ミリ - の抑制剤であ る M K 571 を用 い て ､
検討を行 っ た. M K 571 の漆加により､ 細胞内の F･ M T X の蓄積が顕著に増大 し
たo こ れより ､ I EC･6 細胞に は Mrp･七ype 輸送担体が発現 し､ F十M T Xをくみ 出
して い る可能性が示された. さ らに､ トラ ン ス ウ ニ ル上で M K 571存荏下及び非
存在下で F･M T X の輸送を検討した結果より F･ M T X の細胞排港輸送担体披細胞
の ba s al側に存在して い る M 町 type tr a n SPO Tte rである こ とが示唆きれたo
そ こで ､ No rthe r nblot及び 況T-PCR 法にて ､ MTPl､ 2 ､ 3 のm R NA を調 べ た ｡
Mrpl､ 3 が存在する こ とと ､ Mrp2 がほとん ど存在しない こ とが判明した｡
R T-P C R の結果より MTP3 の m R NA がMTplより多く発現して い る こ とが分か
つ た o さ らに､ w e s七e r nblotの 結果よりIE C･6 で披 Mrp3蛋白が発現し､ MTPl
もわずかながら発現し､ Mrp2 が発現 しない こ とが示されたo こ の IE C･6 細胞
に MTP2 が存在しない こ と披報告されたラ ッ ト小腸 クリプ トに Mrp2 の発現の
低い こ とと 一 致す る(13). 蛍光免疫法によ っ て Mrp3蛋白の発現を調 べ た結果は
Mrp3 蛋白が IE C-6 細胞の ba s ola七e ral側に発現して い る こ とが明らかにな っ
たo これは トラ ンス ウ ェ ル を用 い た 軒 M T X の輸送結果から推測した F-M T X の
細胞排雅輸送担体 十 MTP･七ype tTa n SpOrterが細胞のba sal側に存姦して い る こ
とと 一 致する. M TX は Mrpl､ M TP2 及び Mrp3 の 基質であるこ とが報告され
て い る(12,9 0･92).F- M T Xが MTP2 の基質で あ る こ とも示唆されて い る(28･33)o
今回初めて F-M T Xが Mrp3 の蛍光基質で ある こ とを考え ､ 更に解析を進めたo
そ の 結果､ MTP3 を発現さ せ た Sf9お よび IE C･6 細胞から回収した細胞膜
Ve side s へ の 取り込 みが ､ A T P存在下で ､ 顕著に促進 したこ とから､ F･M T Xが
Mrp3 の蛍光基質で ある こ とが示きれたoF･ M T Xが A TP依存的に細胞外に排滑
す る こ とが示された｡ Sf9- MTP3及びIE C･6細胞の膜 ベ シクル にお け る AT P依
存的な F･ M T X の取 り込 み は飽和性を示し､ Ⅸ血1 はそ れぞれ 4ふ 11.0 許M とは
38
ぼ同等の Ⅸm を示 したo S 紗MTP3膿 ベ シクル で の Mrp3 の 発現盈披IE Cq6 細
胞の膜ぺ シクル で の発現墓の約 55倍を示したo - 方､ S 軌MTp3 膜 ベ シタル へ
の F湖 T X取 り込み の Vm a 又はIE C･6 へ の Vm a xに比 べ 1望倍で あ っ た o MTP3
発現患と Vm ax に完全 な比例関係が見られなか っ たの は､ 細胞に よ っ て MTp3
の 輸送活性が適うか ､ IE C-6 細胞に別の AT P依存性七T a n SpO rte Tが存在して い
る か､ また ､ ベ シクル を調製時の誤差に よ るもの等がその原因と考えられた｡
さ らに､ MTP 七r am spo T七e T の阻害剤で ある M瓦57且 及び MTP3 の基質で ある
Eが7L3G 及 び タウ ロ コ - ル 酸が S紗 MTp3 及び Ⅰ丑C･6 細胞の膜 ベ シタル へ の
A甘P依存的な F 湖 TX の取り込捌 こ対して同程度抑制を示したこ とから､ⅠE C･6
細胞が MTp3 を有し､ か つ F･ M T X披主に MTP3 によ っ て細胞外に排滑され る こ
とが示され た｡
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本尊で披 M T X の鋸兜誘導体で あ る F 湖 T Xを､ R FC な どの膿内で の動態変
化を解析する蛍光 プ ロ - ブと して 応用 す る 目的で ､ ラ ッ ト小腸 か ら調製 した刷
子縁膿小脇及 び R F Cが発現して い る こ とが報告され て い る ラ ッ ト小腸クリプ ト
由魔の IEC･6細胞を 剛 ＼て､ Fp M T Xが M T Xと同様の輸送担体に よ っ て 輸送さ
れる かにつ い て検討し､ 以下の結果を得た｡
1 ｡ F･ M T X の輸送はラ ッ ト小腸刷手練膿小胸及 び IE C･ 6細胞におい て臥
M TX と同様に R F Cを介して H＋と共輸送きれる こ とが示された.
2 ･ ⅠE C･6細胞が MTP3を有する こ とを見出した. F･ MT Xは Mrp3 の蛍光基
質で あり､ 独 p3を介して ､ Ⅰ丑C･6細胞外に排伸される こ とが示され た.
本研究で得られた結果からF 湖 T Xが葉酸トラ ンス ポ ー タ ー ー 及び Mrp3 の蛍光
基質である こ とが示され た｡ 今後､ F 湖 T Xが蛍光基質である とい う特性を生か
し､ これ ら輸送担体の厳における機能ある い は存在状態の変化を捉える プ ロ ー
ブとして応用で き る こ とが示唆された. また､ I E C･6カS少なく とも M T Xの輸送
に関 して 小腸と同様の輸送体発現プ ロ フ ァ イ ル を有する こ とから､ M T X の消化
管吸収､ そ して ､ 恐 らくは細胞毒性研究に も有用なモ デル とな る こ とが示され
た｡
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第ニ車 メトトレ卑サ - トにより惹起きれる細胞障寓に対する防御
抗癌剤 臥 主に療細胞の 異常な増殖性 に注 目 し､ そ の増殖を抑える こ とと直
接癌細胞を死滅さ せ る こ とを基本理 念と して開発されて きて い る ｡ こ の よう に
抗癌剤臥 増殖能 の 旺盛な癌細胞に対して有効性を示すが､ 一 - 方で 細胞増殖速
度が速い 正常細胞に対して非特異的な殺細胞効果を示す｡ そ の 結果 ､ 白血球減
少､ 貧血 ､ 血小板減少症などの骨髄抑制､ 出血 ､ 噛吐､ 腹痛､ 下痢を主症状と
する消化管障害､ 肝 ､ 腎障害などの副作用を起 こすこ とが問題 とな っ て い る(3)0
MT Xは抗癌剤として長い歴史を宿し､ 現在､ 臨床的に最も使用され る薬剤の
- つ で あるo M T 又は白血病､ 乳癌 ､ 骨 肉腫等 に幅広く使用される他､ 慢性関節
リウ マ チの治療にも適用されて い る(1)0 M T X の作用機序は､ 細胞内 に取 り込ま
れた後､ 発酸レ ダクタ - ゼ と強固に結合する こ とに より弟酸の 退元反応を抑制
し ､ チ ミジ ル酸合成及び プリ ン生合成系を阻害して ､ 細胞増殖を抑制する こ と
によるもの で ある｡ 同時に こ の 細胞増殖抑制作用により消化管､ 肝 ､ 腎な どに
様々 な障害を起 こ す｡ 消化管障害の中で も 吸収不良症候群は極めて 重席な副作
用 の - つ で あり､ 糠やア ミノ酸をはじめとす る各種栄養素の 小腸 にお け る吸収
が低下し､ 最終的に患者の衰弱をきたすこ と になる｡ こ の吸収障害は M T X投与
に よ っ て 小腸におけ る細胞新生が抑制され ､ 上皮細胞の細胞死が惹起されるた
めと考えられる｡ 従 っ 七､ M T Xを用い る治療にあた っ て は患者の QO L改善す
るため ､ 小腸にお ける細胞障害をで きる だけ回避する こ とが望ましい 0
現在も､ 様々 な抗癌剤の併用療法が考察きれ ､ 用 い られて い る ｡ 抗癌剤を投
与する際に他の薬剤を投与するこ とによ っ て ､ その 抗癌剤の抗腫癌効果を特異
的に増強 し､ 毒性を特異的に軽減す る こ と が そ の基本に あ る｡ 臨床の場で は
M TX の 副作用軽減化の方法と して M T X･ ロ イ コ ポ リ ン救援療法が行われて い
る o ロイ コ ポリ ンは細胞 に能動的に取り込まれ ､ 活性型葉酸に変化 し､ 核酸合
成を再開させ る こ とより ､ M T X の細胞増殖抑制作用から正常細胞を救援す ると
考えられ るo 慢性関節リウマ チ患者に対して は低用量 M T X投与 により発生する
粘膜､ 消化管､ 血液の 副作用の軽減に葉酸と フ ォ リ ン酸が有効性であると報告
されて い る(102, 103).当研究室で はin viv oラ ッ トで熟成 ニ ン ニ クAGE が M T X
に より惹起された消化管障害を防御で きる こ とを見出して い る(45, 46)o 本研究
で はそ の防御機序の解明を目指 して ラ ッ ト空腸ク リプ ト由来IE C･6 細胞を用い
て ､ 研究を行 っ た｡
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鱒 一 節 メ = レ卑サ - トにより惹起きれる細胞ア ポ ト - シス に対する防御
M T Xは臨床的に最も使用されて い る抗癌剤 の - つ で あるo しか し､ M TX が
癌細胞を殺すと同時に､ 重箱な副作用の - つ で ある消化管障害を惹起する こ と
が知られて い る o そ の 原因披代謝回転､ 増殖が速 い 小腸上皮細胞が癌細胞と何
様に抑制されたためと考えられ るo 近年､ M T Xより引き起 こされ た消化管障害
に つ い て 様々 な研究が行われ ､ 腎上皮細胞の ア ポ ト - シス ､ 胃粘膜潰痴及 び腎
ba T Tie Tの崩壊等を惹起し､ 小腸上皮細胞の増殖抑制及び小腸クリプ ト細胞の ア
ポ ト ー シス も引 き起こ す こ とな どが報告きれ て い る(104･107)｡ しか し､ そ の防
御手段に つ い て の 報告は極めて少 削 ､o 我々 臥 熟成 ニ ン ニ ク AGE が M T Xに
より引き起 こ された腸管障害を軽減できる こ とを見出 し(45, 46)､ その メ カ ニ ズ
ムを解明するため､ in vi七r o小腸モ デルである ラ ッ ト小腸クリ プ ト由凍の IEC･6
細胞を用 い て ､ 研 究を行 っ た ｡
盟- 1･ 1 実験材料及 び方法
鼠塞
針(4,5-dim eth汁2･yl)12,5･ diphe nyltetTa Z Ohu m bromid 伽TT)披 Aぼ O S
o 聯 nic sより購入 したo
.
R Na s eA 及 びpTO七ein a s e馴 まSigm a Chemic al(St.
Lo mi
,
M O)より購入したo A G Eは Waku n aga P ha r c e uticalCo.(H 血shim a,
Japa n)より提供 い ただ い たoHo e chst3334は W akoPu r eC he miaユIndu s七rie s
,
Ltd･ (Os aka, Japa n) よ り 購 入 し た o N ･Ac･ Asp･ Glu ･ Ⅴ弧 ･A 町 A F C
(Ac･D EVT)- m C)､ Anti- cyto chT O m e a, nti･ m o u s elg馴まFun ako shi Co.I(Tbkyo,
Japa n)より購入 したo
馳
Mo s m a m nら(108)の 方法に基 づ き､ 組織培養用 96wem m ul七iplate に播 き 一
晩培養したIE C-6 細胞を M T X単独､ A G E単独 ､ M T X･A G E併用処理した.24､
48､ 72 時間後､ 各 w e11を0･5 mg/ml M T Tを含む cultu r e mediu m100pl で置
換 し､ 4時間イ ンキ エ ペ - 卜した後､ a cid is opT Opan OI s olutio n(0.04 N 王‡Cl /
is opT Opa n Ol)を 且00 plずつ 加えて ､ 生存細胞の ミ トコ ン ドリ ア活性に依存して
生 成 す る 暗 青 色 の M TT fo m a z a n を 溶 解 し た ､ mic r oplate r e ade r
M V I∬‡S K A N 才Ⅹ(The T m OLabSys七e m ln c. , M A, U SA)により refelle n C e波長
630n m 及 び七e s七波長 570n m を 剛 ､て吸光度を測定したo 細胞の生存率は薬物
無処理細胞の生存率を 100%とし算出 した｡
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蜘
Nis払ika w 執らの 方法(109)に基づ き､ IE C･6 細胞を M T X単独､ A G E単独､
M T X･A G E併用処理した 7望 時間後､ 細胞を回収し､ P B S(･)200p且 に浮遊させ
且.5mlチ エ - ブに移した｡250欝で 10分間遠心後､ 上滴を除去し､ 細胞溶解bⅦfFer
(50m M 取is･ H Cl(pH 8･0), 且O m M E D TA, 且% 取iton X･ 100)を 100pl加え ､ 細
胞溶解さ せる｡ 4oC に30 分間お い てか ら､ 細胞溶解液を 15000gで 15分間遠心
するo 上帝を取 っ て ､ R Na s eA 溶液 (40描) を加え､ 37
oC､ 1時間温常して か
ら､ pltO七ein a s e監 溶液 (400帽) を加え､ 50
oC､ 2 時間を温置する. 20p且の 5
M NaC且と 1望0帥1 のイ ソ プ ロ パ ノ - ル(最終濃度が 0.5 M NaClとイ リ ブ ロ バ ノ
- ル 50%)を加え､ 一 望OoCで - 晩置い た｡ 15000gで 20分間遠心 し､ 沈殿を20
沖1 T Ebu 蝕T(10 m M 取is･ HCl(pH 7.4), 1m M E DTA)で融解し､ D N A簡気泳動
の試料とした｡ DNA サ ン プル を 0.2 帽/ml エ チ ジウ ムを含む 1.8%ア ガ ロ ス ゲ
ル に載せる. 100Vで 泳動した後､ W トラ ンス イ ル ミネ 一 夕 - で D N A の蛍光
を検出し､ 写真撮影を行 っ た ｡
へ
I E C･6 細胞を MTX 単独､ A G E単独､ M でⅩ･A G E併用処理した 72時間後､
細胞を回収し､ 4 %パ ラホル ム アル デ ヒ ド溶液で細胞を 2 - 4 時間に固定するo
P B S で洗 っ た後､ 細胞を 50帥1の P BS に浮遊させて ､ 細胞浮遊掩 lop=こ ヘ キ
ス ト1m M 33342溶液 2pl添加 し､ 浪合 した後､ ス ライ ドグラス に載せ カバ ー
グラス を かけ､ 蛍光顕微鏡 U 領域で観察す る (Ex :346n m, E m :460n m)0
馳
Papa c onsta ntin o uらの方法(110)に基づ き､ IEC･6 細胞を M T X単独､ A G E
単独､ M T X･A G E併用処理 した後､ 細胞 を回収し､ P B S(-)に浮遊させ 1.5mlチ
エ - ブに移す. 500欝 で 5分間遠心後､ 上清を除去し､ 細胞溶解buffer(50m M
取is･ HCl(pH 7.5), 10m M 丑D TA, 0.1% 甘血to n X･ 100, 10 % stlC r O S e, 10m M
dithiothr ei七o1(D TT))を加え､ 4oCに 40分間にイ ン キ エ ペ - トした後､ 細胞溶解
液を 4oC､ 15LOOOgで 柑 分間遠心するo 細胞質抽出液を含む上浦を回収し､ 100
pl細胞質抽出液に対 して ､ c a spa s e･3 の特異的な蛍光基質であ る Ac･D E V D･A F C
(最終濃度50tLM) を添加し､ 室温 で 1時間イ ンキ エ ペ - 卜する ｡ 900pI P B S
を漆加 する こ と より反応を停止さ せ ､ サ ン プ ル の 蛍光は F･2 000蛍光光度計
(Hi七a chi, Ltd.. , Tokyo, Japa n)に より測定した. (Ex :400n m,E m :5 05n m)
地
荘a rpinich らの 方法(ill)に基づ き､ IE C･6 細胞を M T X単独､ A G E単独､
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M T X･AGE 併 用処理した後､ 細胞を回収し､ P 迅S で且 回流 っ て ､ 700gで ､ 10
分間遠心するo 細胞を1m且b岨 払方 伽 m M HepeB- 監O X(pH 7.6), 10 m M 監Cl,
且･5 m M M欝C且2, 乱 m M E D TA, 0.且 m M:ph 弧 ym ebhy且s ⅦWo nyl 鮎o Tide(P M SF),
望0 帽/m ‖e upep七im , 且0阿g/m且apT O血in , lo 順/m且pepBta 血)に浮遊させ る oIn且
の注射簡の先に 26欝a u欝e 弧 e edle を付け､ 細胞浮遊液を泡立て ない ように 16回
通 すo 得られた細胞ホ モ ジネ - トを 4oC､ 且000gで 5 分間遠心して ､ 上滴を取
つ て 4
oC､ 且0000gで 15分間遠心する. 得られたミ トコ ン ドリア pelle七s が溶解
bu鮎 丁 伽 m M TFis (pH7.5), 100 m M NaCl, 1% 恥i七o n, 1 m M
phe nym e払yl紬 Wo nyl 鮎o ride(P M S F),pT O七ea s einhibito rmiⅩtu T e(si那1a))で
潮牢する｡ さ らに ､ 最後の遠心から得られた上清を 魂oC､ 100000g で遠心 して ､
細胞質から得られたpe且且如s も上述bu 鮎T で 溶解する . ミ トコ ン ドリア 内及び細
胞質内 (ミ トコ ン ドリア から漏出)の Cy七o chr o m e cは w e s七e T nb且ot法 (i - 3
に準 じたが 且5% ポリ ア クリル ア ミ ドゲル で 電気泳動したo Cy七o chr o m e cの 抗体
は 且:500 で希釈した､ 二 次抗体 a nti･ m ol且Se Ⅰg馴 まl:1000希釈した) により測
定した｡
と壬
毘a皿e T らの方法に基づ き(且12)､ 0 - フ夕 ル ア ルデ ヒ ドポス トラ ベ ル 法に より
定量 した ｡ 内部標準物質には 3･ フ ル オ ロ チ ロ シ ンを使用 した｡
早 H P L C条件
カラ ム : ジ ー エ ル サイ エ ンス Ⅰ皿e TtSi1 0 D S(魂.6×望50m m)
移動相 :0. 1% トリ プ ル オ ロ 酢酸 : メ タ ノ ー ル - 9 2:8 ( 流速 1.OmI血in)
反応液 : 18･6m M 0- フ 夕ル ア ル デ ヒ ド､ 17.1m M 2･ メ ルカ プトニ タイ - ル in
100m M s odiu m c a rbo n a七ebu 飽r(pH 10.5) (流速o.望mL/mュn)
検出蒸 :蛍光検出器 励起波長355m m､ 蛍光波長425n m
｡ サ ン プ ル調製
IE C･6細胞披 24 w em プ レ ー トに 1×105c ells/w ell でまき､ 48時間後 M T X単
独､ A G E単独､ M T X･A G E併 用処理 し, 一 定期間培養後 m edilユm を除き P B S(I)
で w a sh した後､ 25%メ タリ ン 酸 -o.1% E D TA(2:7)混液を60 p.L加 えて 37
o
C で
30分イ ン キ エ ペ - 卜した.イ ン キ エ ペ ー ト後 w e弧 に接着した細胞を剥 が してミ
ク ロ チ ュ ー ブに回収 し､ 1 2,0 00g で 10分間遠心した . 上浦300汁L 8こ2.5m M 計
フ ル オ ロ チ ロ シ ン 10pL を添加して撹拝復､ 孔径 0.45 m m の M 山ex フ ィ ル タ
- で ろ過 して H P L C用サ ン プル としたo
2- 1･2 実験結果
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馳
M T Ta s s ay により､ M T X及 び AGE が処理した細胞の 生存率を調 べ た
(Fi欝･2廿 且)o M T X処理 した細胞の 生存率は処理時間及 び M T X の濃度に依存
的に減少が見られた｡ 特 に 48 F寺聞及 び 7望時間に顕著な減少が示された. AG･E
単独で処理した細胞の 生存率は撫処理細胞と比 べ ､ 有意 で はない もの の若干上
昇 したo - - 一 方 ､ M T X､ A G E併周細胞で は軸処理細胞と同程度まて回復した.
A G Eが M T Xより引起され る細胞毒性を防御で きる こ とが示され た0
へ
M T Xによ っ て 引起された細胞死の様式を､ へ キス トによる核染色像及 び D N A
断片化で評価した(Fig.2･ 1･2)0 M T X で7望 時間処理 した細胞で ア ポ ト - シス に
特徴的な形態変化の ･ 一 つ で あるク ロ マ チ ン 洩締が観察されたo AGE:と共処理し
た細胞で ク ロ マ チ ン 濃縮は観察されなか っ た｡
蜘
M T Xが濃度依存的に D N A断片化を引起す こ とが認められ､ こ の D N A断片
化は AGE の過度依存的に抑制された (Fi欝.2-1-3)o M T XがIE C･6 細胞におい
て ア ポ ト ー シス を誘導し､ AG Eがその作用を抑制する こ とが示されたo
馳 旺
M T X処理 した細胞に 如 ＼て ､ Ca spa s e･3め活性を調 べ た(Fig.2･ 1-4)o M二TX
が濃度依存的に Ca spa s e-3 活性を上昇させ る こ とが示された. 更に M T X の処
理時間及び A G E の Ca spa s e-3惰性に対する影響を検討 した｡ M T Xが時間に依
存 して Ca spa s e･3活性を顕著に上昇させ た｡ A G丑‖ま M T X の Ca spase-3静性上
昇を顕著に抑制 した. こ れ より､ AGE が M T Xよ っ て 引起される ア ポト ー シス
を防御する こ とが示され た｡
地 銀
Ca spa s e
･3晴性化と関連して い る蛋白質の 一 つ で あ る cyto chr o m e cの ミ トコ
ン ドリ ア か らの 漏出を調 べ た (Fig.2-I-5)o M T X処理 した細胞で ミ トコ ン ドリ
ア 内 cyto chr o m e c塞が減/i)し､ cyws ol にcyto chr o m e cの量 が顕著に増加する
こ とが分 っ た o AG丑= まM T X によ るミ トコ ン ドリア からの cyto chr o m e c漏 出を
抑制す る こ とが示 され た. こ れ より AGセ=ま cyもochro m ec漏出以前の ア ポ ト ー
シス 進行過程をブロ ッ ク する こ とで細胞死を抑制する こ とが示され た0
H
E ヨ
の ,;
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M T X処理 した細胞の細胞内 G S馴 ま MT X の濃度及び処理時間に依存して減
少したo AGE 併用細胞では細胞内 GS Hが A 槻 濃度依存的にコ ントロ ー ル レ
ベ ル まで 回復した (Fi欝･望･ 且･6)0 A G Eが細胞内 G S‡‡の低下を抑制し､ M T X に
より引起された細胞障害を防御する - つ の 要 因と考えられた｡
針且-3 考察
M T Tア ツ セイ は淡紫色の M T Tが生細胞の ミ トコ ンドリア内脱水素酵素によ
り､ 不溶性の暗青色 M T Tfo T ma盗a nに変化する こ とを利用したもの である. こ
の M T T for m a 盗a mの生成巌を測定す るこ と により､ 細胞の生存率を求める こ と
がで きる(108)o M T X処理 した IE C･6 細胞は生存率が M T X の洩度及び処理時
間依存的に顕著に減少した こ とから､ MT XはIE C･6細胞の増殖を抑制し､ 細胞
死を引き起 こ したと考えられ るo A G Eとの併用細胞で は細胞生存率が撫処理細
胞とはぼ同程度で あ る こ とか ら､ A G Eが M T X によ り引き起 こ きれ る細胞轟性
を防御できる こ とが示され た. これは以前報告されて い る M T X投与 ラ ッ トの 小
腸に惹起された腸管粘膜障害を A G Eを併用す る こ とにより防御で きる こ と(45,
4 6)を支持する｡ 細胞死はネク ロ ー シス と ア ポ ト - シ ス の ニ つ の様式がある o ア
ポ ト ー シス とネク ロ ー シ ス の形態的変化披次の よう に要約される. 即ち､ ア ポ
ト - シス で 披細胞縮小や核ク ロ マ チ ン濃縮､ 細胞表面の微繊毛消失とアポ ト ー
シ ス 小体 へ の 断片化などが著明な変化として み られるが細胞質で の変化が比較
的少ない o こ の ような変化は､ 一 旦 開始する と急速 に進行､ その発現が時間的
にも空 間的 にも散発的で あ る と言う特徴があ る. こ れに対し､ ネタ ロ - シ ス は
損傷を受けた細胞集団に 一 様 に起 こ り､ 徐徐に細胞 の膨化が生じ､ 細胞質､ 特
にミ トコ ン ドリ ア の 変化が著しく ､ 細胞核 の変化は比較的少ない な どの特徴が
挙げられて い るo M T X処理細胞で 披ク ロ マ チ ン濃縮及び D N A断片化を引き起
こ され る こ とが認められた｡A G E併用細胞で は こ れら現象が観察されなか っ た｡
M T XがIE C･6細胞にお い て ア ポ ト ー シ ス を誘導す る こ と披in viv o小腸 にお い
て M T Xがク リ プ ト細胞にア ポ ト ー シ ス を引き起 こすとい う報告と 一 致する
(107)0 AG Eがその ア ポ ト ー シス を抑制する こ とが示 され た｡ ア ポ ト ー シス の シ
グナル伝達機構の 中で ､ ミ トコ ン ドリ ア は重要な役割を果たして い る ｡ 即ち ､
ア ポ ト ー シ ス の刺激に応答して ､ ミ トコ ン ドリ ア膿電位低下､ ミ トコ ン ドリ ア
蛋白質で あ る cyto chro m e cや Al F の細胞質 へ の 漏出が惹起される. こ れらのミ
ト コ ン ドリ ア 蛋白質披 ca spa s eを活性化 し､ ア ポ ト - シ ス が実行される .
Ca spa s e
･3 はア ポ ト ー シ ス 進行に伴 っ て 活性化され る プ ロ テ ア ー ゼの 一 種で ､
ア ポ ト ー シ ス 進行過程で 中心的役割を有すo M T Xが濃度及び時間依存的に
c a spa s e
-3 活性を上昇し､ ミ トコ ン ドリ ア から cyto chr o m e cの漏出を弓憎起 こ
す こ とが示 きれた｡ AGE が こ れ ら ア ポ ト ー シス 進行過程を完全 に抑制した.
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A G Eがミ トコ ン ドリ ア その もの に作周して防御する か､ またはミ トコ ン ドリア
が ア ポ ト ー シス の 刺激を受ける前の段階を防御するかに関して 臥 さらに検討
す る必要があると思われる｡
細胞内 G S馴 鼓細胞生存に必要な因子 で あ る と認識され てお り､ その低下は
様々 な細胞障害を引起 し､ それ に伴い 細胞死も進行す ると言われ て い る ｡ M T X
が細胞内 G S 斑を濃度及 び時間依存的に低下きせ たo A G E併周 で は細胞内 G S H
が正常な レ ベ ル を維持したo G S H の低下臥 ミトコ ン ドリ ア の機能維持に特に
重要で あり(113, 且14)､ M T Xによる細胞内 G S H の低下はミ トコ ン ドリ ア の 障害
に つ なが る可能性もある o ミ トコ ン ドリ ア の 障害により cyもo chT O m e Cの漏出が
起 こ る可能性を含めた検討屯必要で あろうo また o G S 琵力潤胞の酸化ス トレス
と関連して い るo 酸化ス トレ スが細胞障害の - つ 要因であり､ 脚 Ⅹ が小腸粘膜
にお い て酸化ス トレス を引き起 こすこ とが報告されて い る(鍋). A G･E の最も重
要な生理作用の - つ 披抗酸化作用 で ある(63
,
56
,
且15, 116)a AG Eが M T X によ
り惹起される細胞敵性を防御する要因の - つ に 細胞酸化ス トレ ス の 抑制も考え
られた｡
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闘
確
第二鱒 メ トトレキ サ - トにより意起きれる細胞増殖障害に対する防御
細胞増殖に と っ て 必要不 可欠な条件は染色体の複製 で ある｡ M T 又はジ ヒ ドロ
菜酸レ ダクタ - ゼ をは じめとす る D N A合成 に関わ る種々 の酵素を阻害する こ
とに より､ 生体内における de n o v oの チミ ジ ル酸､ プ リン 合成を阻害し(11 7)､
癌細胞と同様に細胞分裂 の盛んな細胞で あ る 小腸 上皮細胞の増殖を抑制する こ
とで 小腸障害を引き起 こ す(且od
,
loワ)o その 結果 として ､ M T X による 小腸上皮
粘膜障害は形態学的に､ 繊毛の萎縮､ c 甘yP七細胞の消失､ 上皮細胞浮腫などに特
徴付けられ る(4 7
,
104
,
106)o 前節で は AGE が M T X により引き起 こ された細胞
ア ポ ト ー シス を防御で きる こ とが明らかに な っ た｡ ま た､ A G Eが ア ポ ト ー シス
の抑制だけで 披な く D N A合成を酒性化させ細胞増殖再開させ る こ とで細胞を
防御して い る可能性もある ｡ そ こ で ､ 我々 は D N A合成に注目し､ AGE の防御
メカ ニ ズム に対 して検討を行 っ た ｡
2せ 1 実験村料及 び 方法
主
【m ethyl-8H]･thymi din eは Am e血c a nRadiolabeled Chemic alln c. ,(St. Lo uts,
MO) より購入したQ PT Opidiu miodide は Sigm aChe mical(S七. Louis M O)より
購入 した｡
地 盤迫
IE C-6 細胞を M T X単独､ A G E単独､ M T X･A G･E 併用処理した後､ 周胞を回
収し､ P BS で洗浄後､ - 20oC の 70% エ タ ノ ー ル を添加 し､ - 20oCで 一 晩固定し
たo 再度 P B S で洗浄後､40 帽/ml の R Na s eで R N Aを分解 し ､ lo 緒/ml
pr opidiu miodid.e で D N Aを染色した｡ 室温で 20分間放置 し､ ナイ ロ ンメ ッ シ
ュ で 細胞浮遊液を減退 し､ 細胞周期の解析はセ ル ソタ ー を用 い て ､ 解析 した｡
竺 辿
組織培養用 2 4w e】ユ m nl七ipla七e に播き - 一 晩培養したIEC･6細胞を M T X単及
び M T X･A GE 併用処理した 朋 ､ 4臥 7 2時間後､ 各ウ ェ ル に 20 pCi/mlとなる
ように【m ethyl･ 3H】･thymi dine を添加して 4 時間イ ン キ エ ペ - 卜した ｡ イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 終了後､ 細胞表面を水冷 P B S(pH7.4) で 3回流 っ て ､ 余分な
【m e也yl･3H]･thymi din e を洗 い 流 したo [m ethyl･3Ⅲ】-thymi din e を取 り込 んだ
細胞を 1%s odiⅦ m Rod.e cyls ulfate s olutio nで 完全溶解させ ､ クリア ゾル を 3 ml
に浪合後､ 液体シ ン チ レ ー シ ョ ン カウ ン タ ー (LS C-3 500, AlokaCo. , Ltd. ,Tokyo,
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Japa n) で 比放射晴性を測定したo
2 サ 2 実験結果
蜘
M T X処理 した細胞で は 48時間及び 72 時間後で ､ G 2 朋期が顕著に減少し､
A G E併用細胞で は正常な細胞周期に維持された (Fig.望せ 1)0
拠
M T X単独で 望後 略聞及び 48時間処理 した細胞にお い て ､ チミ ジ ン取り込みカミ
顕著に増加 した｡ ･- 一 一 方 A GE 併用 に より､ その 濃度依存的にチミ ジ ン取り込 釧ま
コ ン トロ ー ル細胞か､ そ れ以下まで低下した (Fig.2 せ3)0
2 せ3 考察
細胞増殖の最も単純な記述は成長と分穀 の 周期 で あ る｡ 細胞披連続した Gl
期､ S 期､ G2 期及 び M 期を経て そ の複製を完結する｡ 柴酸還元酵素 D H FR､
チ ミ ジル 酸シ ン タ - ゼお よび チミ ジ ン キナ - ゼ な どチミ ジル酸の合成経路 に含
まれる酵素群はS期に主に働き､ D N A複製開始によ っ て ､ 合成が急速に高まる｡
M T Xが D H FR を阻害す る こ とによ っ て ､ IE C･6細胞で は G2朋 期 が減少 した.
一 方 ､ A G E存在下で Ⅰ丑C･6細胞が正常な細胞周期を維持 したo こ れは M TX に
より阻害された D N A合成が AGE の存在下で 再 開され たためと考えられたo
M T Xが葉酸還元酵素 D H F Rを阻害 し､ DN A合成に 必要なチミ ジル酸の合成
を遮断し､ de no v o経路を介 する D N A合成が阻害され る こ とが知られて い る
(Fig.2･ 2･2)｡ そ こ で ､ 我々はチミジ ン取り込 み法を用 い て ､ チミジ ン からチミ
ジ ン キナ ー ゼを介する チミジ ル酸の合成 s alv age 経絡に注目し､ チミ ジ ン の細
胞内取り込 捌こつ い て検討した. M T X処理細胞にお い て チミ ジ ンの 細胞内に取
り込み が顕著に増大した｡ こ れは､ MT Xによりチミ ジ ル酸の de n o v o経路の合
成が阻害され る こ とに より ､ 細胞外に漆力Hされたチミ ジ ン を利用 する salv age
経路の寄与が増えたため と考えられ る｡ A G E併用細胞におい てチミ ジ ン の 細胞
内取り込 み が低下 したこ とはA G Eが M T X によ る D‡壬F R阻害をブ ロ ッ クする ､
ある い 披 de n?v o経路そ の も の を晒性化 して ､ 外束性チミ ジ ン要求を低下させ
た結果と考えられた｡ 今後､ A G･E が de n ovo 経路に対して どの ような影響を及
ぼすか に つ い て 検討す る こ とが必要で あ る｡
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か括
本革で披､ M T Xを用 い る化学治療の有効性及 び安全性を向上さ せ る 目的で ､
I E C-6 細胞における MTX により惹起される細胞毒性及 び熟成 ニ ン ニ ク抽出液
A G E の防御効果 に つ い て 検討 し､ 以下の結果を得た｡
1 ｡ M T Xが IE C･6 細胞におい て ア ポ ト - シス を引き起こ す こ とが分か っ たo
AGE が M T X により引き起 こ され る ア ポ ト ー シス を抑制し､ 細胞毒性を
防御で き る こ とが示された｡
2 ｡ AGE が de n o v o経路を活性化させ ､ M T X により抑制された D N A の合成
が再開され る こ とが示唆された. M T X により停止 した細胞周期は A G E
との併用により正常な細胞周期及び増殖に維持され る こ とが示 された｡
本章で得られた結果か ら､IE C･6 細胞にお け る M T Xが惹起され る細胞毒性が
AG五 に より防御で きる こ とが示された. A G Eを用 い て ､ M T X の消化管障害を
軽減し､ より有効な治療法の確立 に つ なが るこ とが期待され る｡
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総括
本研究で披
1. M T Xの 蛍光誘導体で あ る F･M T Xを ､ 葉酸トラ ン ス ポ - タ - などの膜内
で の動態変化を解析する鋸光 プ ロ ー ブと して応用 す る目的で ､ ラ ッ ト小
腸から調製した刷子線膜小胞､ 及 び葉酸トラ ン ス ボ ー タ ー (RUG) が発
現して い る こ とが報告されて い る ラ ッ ト小腸 クリプ ト由来の IE C-6細胞
を用 い て ､ F･ M T Xが M T Xと同様の輸送担体によ っ て輸送され るか に つ
い て検討 した｡ そ の結果､ F･ M T Xが M T 又と同様 に小腸 ある い はin vitr o
小腸上皮細胞系で R F Cを介して細胞内に取 り込まれる こ と､ IE C･6細胞
に Mu比i 血ug r e sis七a n c e･ a s s o ciated. pr otein 8(MTP3)が発現 し､ F･ M T X
が そ の鋸光基質として ､ IEC･6 細胞外 に排推される こ とが示 され たo
F･M T X の特性を生か し､ これ ら輸送担体に関する プ ロ ー ブとして応用可
能で ある こ とが示 され た. また､ EE C-6 が少なく とも M T X の輸送 に関し
て 小腸 と同様の輸送体発現プ ロ フ ァ イ ル を有す る こ とから､ M T X の消化
管吸収､ そ して ､ 恐らくは細胞毒性研究にも有用なモ デル と なる こ とが
示 され た｡
52. A G･濫 は M T X によ っ て惹起されたIE C 鳩細胞障害を防御で き る こ とが示
され た｡ そのメ カ ニ ズム と して ､ ア ポ ト ー シ ス 抑制､ DNA生合成経路の
活性化が示唆された｡
本研究で M T X の経細胞輸送及 び毒性の防御に対する検討から得られた知見
披､ M T Xの癌化学療法の有効性及 び安全性の向上につ ながるこ とが期待される.
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要哲
臣序論ヨ
ジ ヒ ド ロ 葉酸 レ ダ ク タ ー ゼ の 強 力 な 阻害剤 で あ る メ ト ト レ キ サ ー ト
(m e也otT e X a七e M T X)は急性白血病､ 慢性リ ンパ性白血病､ 小児白血病等の白血
病や悪性腫療及 び リウ マ チの治療薬として臨床的に広く利用されて い る｡ しか
し､ M T X の投与に よる骨髄抑制､ 肝 ｡ 腎機能の著しい低下､ 激 しい 口内漬療､
下痢 ､ 下血な どの 重箱な副作用の ため､ M T Xを用 い た癌化学治療はしばしば制
限を受けるo 本研究で は M T X の癌化学療法の有効性及 び安全性を向上させる た
め ､ M TX の消化管における輸送メカニ ズ ム を解明し､ さ らに M T X投与により
惹起される登鰭な副作用 の軽減を目指した｡
&
薬物の 吸収に関す る生物薬剤学的研究の進藤とともに､ 薬物輸送における トラ
ン ス ポ ー タ ー を介 した吸収の 重要性の認識も高ま っ て い る o 従 っ て ､ トラ ス ポ
ー タ - の機能及 び輸送メ カ ニ ズム を解明する こ とは新医薬品の開発､ 投与経路
の 選択及び薬物吸収障害の 改善などに重要な情報となる｡ 本研究で は フ ルオ レ
セイ ン で標識した M T X(F･ M T X)を用 い て ､ 消化管にお ける輸送メカ ニ ズムの解
明を試み た. こ れまで ､ M T Xを含む薬物の 吸収に関する研究に披多くの場合ア
イ ソ ト ー プが用 い られ ､ 移行 した基質の 量的変化を測定する｡ こ の 手法は トラ
ン ス ポ ー タ ー が基質を輸送する前と輸送した後の状態を観察するもの で ､ 輸送
過程を動的に追跡する こ とは難しい o トラ ン ス ポ ー タ - を介して輸送きれ､ 且 つ
環境の変化に敏感な蛍光物質誘導体を用 い る こ とが出来れば ､ 蛍光の特性より､
トラ ン ス ポ ー タ ー に よる薬物の輸送過程を直接的に捉える こ とが可能となり､
輸送時の トラ ン ス ポ ー タ ー の 動態解明に責献で きる と考えられ るo 従 っ て ､
F- MT X汝 M T Xの輸送メカ ニ ズム を解明する蛍光 ブ ロ ー プ として応用 で きる可
能性が考えられる. また ､ 消化管吸収,障害を評価す るin vitr o細胞系披い く つ
か候補が挙げられるが､ そ こ に発現する輸送体の 発現プ ロ フ ァ イ ル 局在､ 輸送
へ の 寄与率等がin viv oと どれだ け対応 して い るかは不明な点が多い ｡ そ こ で ､ .
F･ M T X の viv o､ vi七r oで の 吸収に関す る輸送体の同定､ 比較を行う目的で ､ ラ
ッ ト小腸 か ら調製 した刷子縁膜小胞(BB M Vs)及 びラ ッ トクリ ア ト由束の IEC-6
細胞を用い て F･ M T X の輸送に つ い て ､ 検討を行 っ た.
監方法】B B M Vs へ の 軒 M T X取 り込 み実験 : W ista r 系雄性 ラ ッ ト小腸 から
Ke s sle r の 方法に従 っ て ､ B B M Vs を調製 し､ 迅速減退法を用い て ､ B B M Vs へ
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の F- M TX 取 り込み を測定した｡ IE C･6細胞に おける 即M T X輸送実験 :ⅠE C- 6
細胞を 望4穴 p且a七e 及 び 屯T a n S W e皿 に播き ､ m o n o且aye Tを形成させ ､ F･ M T X の
輸送を検討した｡ MTP3 を兜現きせ た昆虫細胞 S 飽細胞及び IE C･6 細胞から細
胞膜 v e sic且e sを調製 し､A T P存在下で F- MTX の輸送を検討 した｡No rぬe r nblo七､
筑T･P C臥 Wes七e T nblo七及 び免疫染色法 に より Mrp3 の 発現,細胞内局在を確認
した｡
監結果 ｡ 考察ヨ B B MVs へ の F- M T X取り込み実験 :F･ M T X の取り込剃まp‡王
及び 温度依存性を示し､ H＋勾配存在下 で顕著 に促進されたo また､ 還 元型葉酸
輸送体(r edu c ed fola七e c a r rie r:R F C)の 阻害剤で ある DID S及 びそ の 基質で ある
M T X により F･M T X の輸送は有意に阻害された. 一 方で ､ 大過剰 M T X によ っ
て も F･ M TX の輸送が完全 には阻害されなか っ た o こ れらより､ 小腸管腔側から
上皮細胞 へ の F･M TX の取り込み過程 に M TX と同 一 のH＋依存性の R F Cが関与
する こ と､ ま た､ それ以外に MT又 とは異な る経路も存在す るこ とが示きれた.
ⅠE C･6 細胞 における F-M T X取り込み実験 :F･ MT Xの取り込捌よ培地中の p王‡
低下 に伴 っ て 上昇し､ M T X且m M 及 び D ID Slm M 存在下で は取り込み がそれ
ぞれ 35 %､ 50 %まで低下した こ とから R F C の関与が示唆されたo D ID S感受性
の取り込 糾ま飽和性を示 し､ 監m =9.3±2. 軸M ､ Vm a x =16.8±6.4 p m ol/mg
pT Oもein/5min で あ っ た o これらより､ ‡E C･6 細胞におけ る F･M T X輸送に少な
くとも 一 部披 M T 又と共通 の輸送体､ 恐 らく R F Cを介す る こ とが分か っ たo 更
に ､ 解析過程で IE C･6 細胞にはい っ たん取 り込んだ F･ M T Xを積極的に排推す
る輸送体が存在する こ とを見出したo こ れまで能動的に M T Xを排出する輸送体
は 一 次性能動輸送担体である multi血℃唱 T e Sistanc e･ a s s o ciatedpT O七ein 伽rp)フ
ァ ミ リ ー が知られ て い る ｡ No T払ern blo七 an a且ysis, R TIP CR analysis 及 び
We ste r nb且ot an alysis により検索した結果 ､ その翰送体は Mrp3で ある こ とが
明らかに な っ た . 免疫染色 に より､ 凹rp3 がIE ひ6細胞の bas ola七e Tal側膜に局
在する こ とが示 され た. こ の局在は小腸上皮細胞で の局在の報告と 一 致す る .
MTP3 発現昆虫細胞 Sf9及び IE C･6 細胞から調製した細胞膜 v e sicle sで ､ A TP
依存的なF･ M T X の輸送が観察されたoMTP3発現 朗9及びIE C-6細胞膜 v e sicle s
における､ F十M TX の 取り込 み はそ れぞれ 監m - 4.5±1.1拝M 及び 11.0±1.8pM
であ り同程度の親和性を示 した｡ また､ 各種阻害剤感受性も両 ベ シク ルで はぽ
等しく､ F-MT XがIEC-6細胞にお い て 主 に Mrp3 を介して ba s ola七e ral側(血液
側)に排他され る こ と が明らかとな っ た. 今後 ､ F- M T Xが蛍光基質で ある とい う
特性を生か し ､ こ れ ら輸送担体の膜 におけ る機能あ るい は存在状態の変化を捉
える プ ロ ー ブと して 応用 で きる こ とが示唆された.
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盟 T 右這よ_る 惹起 される細 胞陪賓 に
薬物の副作用回避は臨味治療を有効に実施するために解決される ぺ き重要課
題で ある o我々 は M T X により惹起きれ る消化管障害の防御に つ い て研究を行 っ
た . こ れまで ､ M T X によ っ て 惹起され る小腸粘膜障害に関する研究枚数多くあ
るが､ そ れを防御す る手段 に つ い て の 報告披少ない ｡ ニ ン ニ クは最も研究きれ
て い る生薬の - つ で あり ､ 多様な薬理作用 に加え､ viv oで MT X による消化管
障害を防御する こ とを見出して い る. 本研究で はIE C･6 細胞にお い て ､ 熟成 ニ
ン ニ ク抽出液 A G E(agedga地c e x七r a ct) が､ M T Xによる細胞障害を防御する
こ とに着目 し､ そ の 防御機構の解明を試み た｡
監方法ヨ細胞を M T X単独､ A G E単独､ M T X- A G E併用処理したo 細胞毒性
を M T Ta s s ay に より評価した｡ 細胞死の様式は D N A fr agm e n七a也on assay 及
び細胞核染色像で判断したo Apop七o sis に関連す卑 Ca spa s e･3 a ctivity 及 び
cy七o chT O m e Cの漏出を測定したo さらに ､ 細胞内 G S H､ 細胞周期､ チミ ジン取
り込み及 び チミ ジル酸シ ン タ - ゼの 活性に対する影響を検討したo
監結果 ｡ 考察】 MT X7 望時間処理 した細胞で ア ポ ト ー シ ス に特徴的な形態変化
の 一 つ で あ るク ロ マ チ ン 凝縮､ D NA 断片化が認められたo これ らは A G E洩度
依存的に抑制きれた こ とか ら､ M T XがIEC･6 細胞 におい て ア ポト ー シス を誘導
し､ A G Eはそれ を抑制する こ とが示きれ た｡ c a spas e･3 は ア ポ ト ー シス 進行に
伴い活性化される プ ロ テ ア ー ゼの 一 種で ､ ア ポ ト ー シス 進行過程で 中心的役割
を有する｡ IEC･6細胞で は､ M甘Ⅹ の濃度､ 暴露時間に依存 して c a spa s e-3晴性
が上昇する こ と､ A G E8ま M T X のc a spa s e･3 惰性上昇を顕著に抑制す る. こ とか
ら､ A G玉= まc a spa s e･3 の 清性化以前の過程に作用し､ ア ポ ト ー シス を抑制して
い ると考えられたo さ らに､ Ca革pa S e･3 晴性化因子 の 一 つ で あるシ トク ロ ム c
の ミ トコ ン ドリア から の 漏出を調 べ た. そ の結果､ MTX処理細胞で ミ トコ ン ド
リ ア の シ トク ロ ム cの漏出がお こ り､ A G Eはこ れ を抑制 した｡ A G E披 MTX に
より惹起される ア ポ ト ー シス を抑制するこ とが示され た.細胞内白s Hは細胞生
存に必要な因子で あり､ そ の 低下 は様々な細胞障害を引き起 こ し､ 細胞死も促
進す る｡ M T X処理細胞で M T X の濃度及 び処理時間依存的に細胞内 G S Hは減
少した. A G E併用細胞で は細胞内 G S 正が A G E濃度依存的に回復 したo A G E
が細胞内 G S H の低下を抑制 し､ M T X により引起された細胞障害を防御する - I
つ の 要因 と考えられたo M T X の小腸上皮細胞に対する毒性機序の ひ とつ に細胞
増殖抑制が挙げられる. そ こ で ､ 更に､ M T X及 び A G E の細胞周期 に対する影
響につ い て検討 した. M TX処理細胞で は 舶 時間及 び 72 時間後に ､ G 2/M 期が
顕著に減少 し､ A GE との併用細胞で は正常な細胞周期 に維持されたo M T X に
71
より阻害された D N A合成が A G 丑 の存在下 で再開されたもの と考えられたo
M T 又は葉酸遠元酵素 DfIF現 を阻害し､ D N A合成に必要なチミジ ル酸の合成を
遮断す る こ とで ､ 舶 nov oI)NA合成が抑制ざれる こ とが知られて い る ｡ チミジ
ン取り込み法 を用 い て ､ チミ ジ ンからチミ ジ ン キナ - - ゼ を介 するチミ ジル酸合
成の s alv age 経路 に注目 し､ チミ ジ ン の細胞内に 取り込み に つ い て 検討 したo
ぞの 結果､ M TX 単独で 望4 時間及 び 48時間処理した細胞におい て ､ チミ ジン 敬
り込みが顕著に増加した. こ れは ､ M T X によりチミ ジル酸合成の de n o v o経路
が阻害きれる こ と により､ 細胞外に添加されたチミ ジ ンを利用する s alv age 経
路の寄与が増えたためと考えられるo 一 方 A G E併f馴こより､ そ の濃度依存的に
チミ ジ ン取り込 糾まコ ン トロ - ル細胞か ､ それ以下まで低下したo こ れは A G･E
が M T X によ る DH F R阻害をブロ ッ クする ､ あ るい は de n o v o経路その もの を
活性化して ､ 外来チミ ジ ン 要求性を低下させ た結果と考えられたo M T X による
ア ポ ト ー シ スを A G･E が防御するメ カ ニ ズ ム として D N A合成経路の活性化する
こ とに関与する可能性を提唱する こ とがで きた｡
【総括】
(1)F･ M T Xが MT 又と同様に 小腸ある い はin vitT O小腸上皮細胞系で R FC 及
び Mq)3 によ っ て 翰取り込み ,排推される こ とが示されたoF･ M T X の蛍光基質と
い う特徴を生かし､ こ れ ら輸送担体の プ ロ ー ブとして応用可能で ある こ とが示
され たo また､ IE C･6細胞が M T X の輸送体を考慮 した消化管吸収､ 障害性を評
価する上で有用なim vi七r o系となる こ とが示され た｡ (2)A G Eは M T X によ っ
て 惹起された IE C-6 細胞障害を防御で き る こ とが示された. そ のメ カ ニ ズム と
して ､ アポ ト ー シス 抑制､ D N A生合成経路の満性化する こ とが示唆された｡
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